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Avant-Propos

AVANT-PROPOS

Cette ¢tude s’inscrit dans le cadre des recherches actuellement menées en vue de réduire
I’'usage des pesticides chimiques et de promouvoir les moyens de lutte biologique en
agriculture. Les travaux de recherche ont porté sur la caractérisation phénotypique et
moléculaire des champignons associés a la rhizospheére du bananier et la sélection d’agents de
biocontrole des pathogeénes du bananier. Ils ont impliqué la collaboration entre plusieurs

institutions universitaires et de recherche en Cote d’Ivoire et en France.

Les analyses microbiologiques des échantillons de sol, les analyses moléculaires
(extraction d’ADN, amplification, é¢électrophorése) et les tests de confrontation entre
microorganismes ont été réalisés au Laboratoire de 1’ Agrovalorisation de ’'UFR Agroforesterie
de I’Université Jean LOROUGNON GUEDE (UJLoG) de Cote d’Ivoire. Le séquencgage des
genes a été effectué au Laboratoire de Chimie de ’'UMR 7245 MNHN/CNRS a Paris (France).
Les analyses des propriétés physico-chimiques des sols rhizosphériques ont été effectuées au
Laboratoire de Pédologie de I’'UFR Agronomie de I’Institut National Polytechnique Felix
Houphouét-Boigny (INPHB) de Cote d’Ivoire. Les analyses des composés actifs des
champignons antagonistes ont été réalisées au Laboratoire de Bactériologie et Virologie de
I’UFR des Sciences Médicales de 1’Université Félix-Houphouét Boigny de Cdte d’Ivoire.
Quant a la détermination des structures des composes actifs issus des métabolites secondaires,

elle a été réalisée sur la Plateforme de Chimie de ’'UMR 7245 MNHN/CNRS a Paris en France.
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Introduction

Le bananier (Musa spp.) occupe une place importante parmi les cultures de subsistance
en Coéte d’Ivoire, en raison de son intérét sur le plan économique et nutritionnel (Teycheney et
al., 2007). 1l y est cultivé essentiellement pour la consommation de ses fruits (bananes et
plantains) qui constituent des aliments de base pour les populations ivoiriennes (Bakry et al.,
2005 ; Lassoudiére, 2010). Le plantain est la 3™ culture vivriére aprés I’igname et le manioc
(FAO, 2023). Sa consommation annuelle varie entre 80 et 120 kg par personne (Thiémélé et
al.,2017). La filiére banane constitue une source de revenu pour les agriculteurs. Cette filiere
fournit annuellement 340 milles et 2,3 millions de tonnes de bananes désert et de plantains
respectivement. Elle contribue entre 5 et 8 % du PIB agricole du pays et fournit environ 22000

emplois (FIRCA, 2017 ; CIRAD, 2023 ; FAO, 2023).

La Région du Haut-Sassandra située au Centre-Ouest de la Cdte d’Ivoire en zone
tropicale humide occupe une place de choix dans la production de cette spéculation. En effet,
elle fournit 37 % de la production ivoirienne destinée a 1I’approvisionnement en bananes des
marchés nationaux et internationaux (FAO, 2023). A I’instar des autres zones de production,
I’exploitation dans le Haut-Sassandra de cette culture d’intérét est cependant entravée par divers
stress dus a des agents abiotiques et/ou biotiques. Les facteurs abiotiques entrainant les pertes
de production au niveau de la culture du plantain sont généralement le faible niveau de fertilité
des sols et le déficit hydrique provoqués par la baisse de la pluviométrie (Caquet, 2014 ;
Kouakou et al., 2016). En Afrique tropicale et précisément en Cote d’Ivoire, la baisse de la
pluviométrie est a 1’origine des secheresses inhabituelles, matérialisée par des températures
¢levées. Ce déficit d’eau est provoqué par une modification du régime des précipitations et par
une diminution des hauteurs annuelles de pluie (Affoué et al., 2019 ; Brou ef al., 2003). Ces
anomalies pluviométriques ont un impact négatif sur la production du plantain qui est sensible
aux faibles niveaux d’eau (Chanzy et al., 2015). Ces conditions sont exacerbées par la perte de
fertilité des sols. Les facteurs biotiques a 1’origine de la perte de production du plantain
comprennent les maladies fongiques, bactériennes, virales et les ravageurs (Kouakou et al.,

2016).

La communauté fongique associée a la rhizosphére du bananier joue un réle important
pour I’adaptation de cette plante aux conditions écologiques et sa capacité de production
(Jaegers, 2024). En effet, cette communauté héberge une grande diversité d’especes
microscopiques qui interagissent entre elles d’une part et d’autre part avec les racines des
plantes (Ridout & Newcombe, 2016 ; Van-Der-Heijden & Hartmann, 2016). Ainsi, dans la

rhizosphére du bananier a 1’exception des champignons mycorhiziens, la plupart des especes
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fongiques sont saprophytes. Ces champignons contribuent a la décomposition de la maticre
organique pour mettre a disposition des nutriments dont la plante a besoin. Ce processus naturel

contribue au recyclage des ¢léments nutritifs dans I’écosystéme (Noemie, 2010).

Cependant, sous 1’effet des pressions environnementales (modification des régimes de
précipitations, accumulation des produits chimiques dans le sol, acidification des sols...) et des
interactions complexes entre plantes et microorganismes, certains des champignons
saprophytes peuvent devenir pathogénes (Fusarium spp., Aspergillus spp.). Les maladies
fongiques constituent une sérieuse préoccupation car elles font partie des affections les plus
destructives observées chez le bananier (Tahar & Zeradna, 2022). Elles sont provoquées par
des champignons qui attaquent le systéme racinaire, le pseudo-tronc, les feuilles et les fruits.
La fusariose du bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) encore appelée
maladie de Panama est [’une des maladies les plus destructrices du bananier (Ploetz, 2000). Une
autre maladie du systéme racinaire est la nécrose des racines causée par les champignons du
genre Cylindrocladium (Tuo et al., 2017). Les cercosporioses du bananier sont des maladies
fongiques causées par des champignons ascomycetes du genre Mycosphaerella. Ces
champignons sont environnementaux et s’attaquent aux feuilles des bananiers. Quatre especes,
Mycosphaerella fijiensis, Mycosphaerella musicola, Mycosphaerella musae et Mycosphaerella
eumusae, sont responsables respectivement de la maladie des raies noires (MRN) ou
cercosporiose noire, de la maladie de Sigatoka (MS) ou cercosporiose jaune, de la maladie de
feuille tachetée ou moucheture et de la maladie des taches foliaires (Gasparotto et al., 2005).
En Cote d’Ivoire, la cercosporiose et la fusariose sont les maladies fongiques les plus
dévastatrices du bananier (Essis ef al., 2020). Ainsi, des études ont été menées pour améliorer
la productivité des bananiers par la lutte contre les cercosporioses (Tuo ef al., 2017). Aussi, une
étude consacrée a la diversité de Mycosphaerella dans les bananeraies a démontré la présence
de M. fijiensis et M. musicola avec une prédominance de M. fijiensis (Traore et al., 2021). Les
méthodes de lutte qui sont appliquées portent sur des traitements chimiques (application des
fongicides), la succession des cultures (systéme de rotation entre le bananier et une autre
culture), la sélection et 1’amélioration variétale (Pegg et al., 1996 ; Bakry et al., 2005 ;
Lassoudiere, 2007). Ces dernieres méthodes ont cependant montré leurs limites a cause de
I’inaccessibilité au matériel végétal performant pour les paysans disposant de faibles revenus
(Kra et al., 2009), des méfaits sur ’environnement et la santé humaine et des difficultés a

appliquer le systéme de rotation de cultures (Harman et al., 2006).
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Pour faire face a ces contraintes, 1’utilisation de solutions biologiques innovantes ayant des

propriétés de biostimulation, de biofertilisation et/ou de biocontrdle, s’avere utiles.

En effet dans la rhizosphére de certaines plantes, il existe des champignons saprophytes
a actions bénéfiques telles que Trichoderma spp., Talaromyces spp. et Penicillium spp. Ces
champignons jouent un role protecteur contre les pathogenes en produisant des substances
antibiotiques. Cela permet d’inhiber les pathogenes et de protéger les racines des plantes contre
les agents nuisibles, renforgant ainsi leur résistance aux maladies (Lheureux et al., 2003). Ces
champignons sont largement utilisés dans le biocontrole des pathogénes des plantes a cause de
leur grande capacité a produire des métabolites secondaires tels que les enzymes hydrolytiques,
les métabolites antibiotiques et volatils et des peptides antifongiques et antibactériens (Afaf,

2020).

Ainsi, une connaissance approfondie de la communauté microbienne associée au
systeme racinaire du bananier plantain dans la région du Haut-Sassandra est déterminante pour
comprendre I’influence de cette flore sur le développement, la santé et la productivité du
bananier. C’est dans ce contexte que se situe la présente étude dont 1’objectif général est de
contribuer a assurer une culture durable du bananier par 1’exploration du potentiel des

microorganismes des ressources écosystémiques.
Les hypotheses de cette ¢tude sont :

- le climat, les propriétés du sol et les techniques culturales dans le Haut-Sassandra
influencent 1’abondance et la diversit¢ des communautés de champignons
rhizosphériques du bananier plantain ;

- la communauté de champignons rhizosphériques du plantain dans la région du Haut-
Sassandra est caractérisée par une diversité de champignons saprophytes parmi lesquels
se trouvent des champignons antagonistes capables d’inhiber efficacement le
développement des pathogenes ;

- les champignons antagonistes agissent par la production de métabolites secondaires

antifongiques capables de provoquer la lyse des cellules des champignons pathogenes.
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Ainsi, les objectifs spécifiques qui en découlent sont :

- déterminer la typologie des bananeraies de la région du Haut-Sassandra ;

- ¢établir la diversité des champignons présents dans le sol rhizosphérique du plantain dans la
région du Haut-Sassandra ;

- rechercher in vitro des champignons antagonistes des pathogénes fongiques du bananier
plantain.

Outre I’introduction et la conclusion générale, le présent document est subdivisé en trois parties.

La premicre porte sur les généralités du bananier, des micromycétes et de la lutte biologique.

La seconde partie traite du matériel et des méthodes utilisés pour atteindre les objectifs du

travail. La troisieéme partie expose les résultats qui sont discutés.
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1.1. Etude monographique du bananier

1.1.1. Historique du bananier

Le bananier est originaire des jungles tropicales chaudes et humides du Sud-Est
asiatique. Dans cette région du monde, on trouve les espéces sauvages Musa acuminata
(génome de type A) et Musa balbisiana (génome de type B) (Swennen & Vuylsteke, 2001). A
partir de cette région, les bananiers se sont rependus a I’Est en Amérique du Sud mais surtout
a I’Ouest a Madagascar/Zanzibar a travers les migrations indo-malaysiennes. Les bananiers ont
aussi été rependus par les arabes et les portugais le long de la cote Est de 1’ Afrique, d’ou ils ont
traversé les pays de I’Afrique centrale jusqu’en Afrique de 1’Ouest (Dhed’a et al., 2011).
L’existence de nombreux cultivars de bananiers d’altitude en Afrique de I’Est et de plantains
laisse supposer qu’ils sont cultivés depuis trés longtemps en Afrique (Nyabyenda, 2006). Les
plus anciennes références du bananier datent de 500 ans avant Jésus-Christ. Une légende
indienne affirme que la banane est le fruit qu’Eve a tendu a8 Adam. Cela explique son appellation
« fruit paradis ». Par ailleurs, cette croyance serait a 1’origine du nom « paradisiaca » donné au
bananier plantain (Haicour et al., 1998). Selon Lassoudiére (2010), Linné a peut-étre attribué a
la banane le nom de Musa en I’honneur d’ Antonius Musa (63 ans avant Jésus Christ), médecin
de ’empereur romain Octave Auguste qu’il avait guéri d’une « obstruction du foie ». Deux
autres origines sont aussi évoquées : I’une a partir du propheéte Musa (environ 1200 ans avant
Jésus Christ), né en Egypte et ayant suivi I’exode du peuple d’Israél de la Palestine ; I’autre a
partir du nom de la grande ville commerciale d’Arabie méridionale, Muza, au centre des

relations Egypte-Arabie-Inde correspondant a la cité actuelle de Moka (Lassoudiere, 2010).

1.1.2. Description du bananier

Le bananier est une plante herbacée vivace. Elle est herbacée en raison de 1’absence de
croissance secondaire. En effet, aprés que les fruits soient parvenus a maturité, les parties
aériennes fanent et s’affaissent. Elle est vivace car de nouveaux plants émis a la base du plant
mature viennent remplacer les parties aériennes qui meurent. Le bananier est dans son état
d’équilibre a partir de la formation des bourgeons latéraux assurant sa pérennité (Dhed’a et al.,
2011). A maturité, le plant de bananier ou pied-meére se compose d’une souche ou bulbe portant
des racines et émettant des rejets, des feuilles dont les gaines enroulées les unes dans les autres
forment le faux tronc (pseudo-tronc) et d’un régime de fruits (Figure 1). Le stipe ou pseudo-
tronc a une hauteur variant de 2 a 8 m selon les espéces et un diametre de 30 cm ou plus
(Lassoudiere, 2010). La véritable tige du bananier appelée rhizome ou bulbe est souterraine.

Ce rhizome produit vers le haut, des feuilles munies des gaines ainsi que des ramifications
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latérales qui sortent de la terre a son pourtour. Les feuilles produites a partir du rhizome ont une
surface moyenne comprise entre 2,5 et 3 m? selon les variétés. Le rhizome constitue donc
I’élément de reproduction végétative du bananier. Il produit vers le bas des racines qui
s’enfoncent dans le sol. L’inflorescence qui est annoncée par 1’apparition des bractées, se
présente comme un cone violacé. Celui-ci se dirige d’abord vers le haut puis, suite a la
croissance du rachis, se dirige vers le bas (géotropisme positif), tout en déployant des gaines
violacées, des bractées portant a leurs aisselles des doubles rangées de fleurs femelles. Chacune
de ces fleurs, apres développement parthénogénique de son ovaire donnera un « doigt » ou
banane qui, a la chute de la bractée, se recourbe vers le haut (géotropisme négatif). Chaque
nceud ou double rangée de doigts constitue une main. Quant aux fleurs males, elles restent

regroupées sur le cone violacé a I’extrémité basale de I’inflorescence (Skired; ef al., 2005).

Tige florale ou hampe

Partie
femelle du régime

)

X 7 AR ou patte

Partie

Bourgeon male g A
9 male du régime

Rejet —ou Baba Figue
Pseudo-tronc
Collet
: % & Rejeton ou ceil
Bulbe "k Q = q‘- & \- \ j"A
Racines " TN A s

Figure 1 : Anatomie du bananier (Lescot, 2006)
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1.1.3. Taxonomie et caractéristiques génotypiques

Les bananiers sont des monocotylédones géantes appartenant a I’ordre des Scitaminales ou
Zingibérales et a la famille des Musaceae. Cette famille comporte trois genres a une forte
variabilité que sont Musella, Ensete et Musa (Lassoudicre, 2007). Les variétés actuelles de
bananier proviennent de I’hybridation intra et interspécifique des deux espéces sauvages a
graines diploides, Musa acuminata et Musa balbisiana. Ainsi, M. acuminata est a I’origine de
tous les bananiers a fruits parténocarpiques, seul ou avec la participation de M. balbisiana par
le biais de mutation naturelle (Dhed’a ef al., 2011). Le genre Musa est divisé en quatre sections
(Australimusa, Callimusa, Eumusa, Rhodochlamus) sur la base du nombre de chromosomes et
de caractéristiques morphologiques. Fumusa (n = 11) est la seule section qui a donné des
especes parthénocarpiques. La contribution haploide de M. acuminata (AA) et Musa balbisiana
(BB), par ailleurs espéces principales du genre Musa, aux bananiers est indiquée respectivement
par A et B (Temple & Kwa, 2019). La majorit¢ des bananes comestibles proviennent des
especes M. acuminata et du croisement M. acuminata x M. balbisiana. Les bananes exportées
sont principalement les bananes « desserts » triploides de l'espece M. acuminata AAA et des

sous-groupes des « Cavendish » (Lassoudiere, 2007).

La taxonomie du bananier se présente de la maniere suivante (Bakry et al., 1997) :

Regne : Végétal
Embranchement :  Phanérogames
Sous-embranchement :  Angiospermes
Classe :  Liliopsida
Sous-classe :  Zingiberidae
Ordre : Zingibérales
Famille :  Musaceae
Genre . Musa

Espéce : Musa acuminata

1.1.4. Diversité variétale du bananier en Céte d’Ivoire

Bien que le bananier soit originaire de I’Asie du Sud-est, ou il est retrouvé de I’Inde a
la Polynésie (Frison & Sharrock, 1998), une diversité génétique considérable a été mise en
évidence en Afrique de 1’Ouest, dans le Golfe de Guinée faisant de cette région une zone

secondaire de diversification des bananiers plantains. Plus d’une centaine de variétés de
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bananier plantain ont €té collectées et caractérisées dans les différentes zones prospectées en
Cote d’Ivoire. Cela a permis de mettre en évidence trois types de bananiers les plus cultivés en
Cote d’Ivoire. Il s’agit des types French, Vrai corne et Faux corne. Un quatriéme type a été
¢galement mis en évidence, le type Batard qui est intermédiaire entre le Faux corne et French
(Kouassi, 2006 ; Thiémél¢ et al., 2017). La plupart des variétés identifiées et collectées ont eu
des appellations différentes en fonction des ethnies du producteur qui met a disposition le
matériel végétal. Plusieurs critéres de description variétale sont utilisés par les producteurs pour
classer les variétés entre elles (Thiémélé ef al., 2017). 1l s’agit de la couleur et la taille du
régime, la grosseur, la longueur et I’orientation des doigts, I’existence ou non du bourgeon

male, la couleur du pseudo-tronc, ainsi que le gott et la tendreté de la pulpe de plantain.

1.1.5. Ecologie du bananier

Les bananiers sont généralement cultivés dans les zones agroécologiques situées entre 30°
latitudes Nord et Sud (Dhed'a et al., 2011). Ce sont des plantes de climat humide et chaud,
appréciant une hygrométrie élevée, un bon ensoleillement, mais craignant les vents et les
variations brusques de température (Kouassi, 2006). La température et le rayonnement sont les
facteurs essentiels influengant la croissance de la plante. Ils interviennent dans le métabolisme
par le mécanisme de la transpiration et la photosyntheése. Le bananier supporte des fortes
insolations si I'approvisionnement hydrique est suffisant (par exemple 35 mm de précipitations
par semaine en climat chaud et humide). La forte nébulosité ralentit la végétation et augmente
la taille des rejets. Le manque de lumiére agit donc sur la hauteur des plants et peut faire « filer
» les rejets (Lassoudiere, 2007). Le bananier est une plante exigeante en ¢léments minéraux.
Les ¢léments minéraux indispensables a son développement sont 1’azote, le phosphore, le
potassium, le calcium et le magnésium. Ils sont souvent apportés sous forme d'engrais
organiques comme le fumier, le compost, les biofertilisants et les déchets agroindustriels
(Laprade & Ruiz, 1999). L’optimum de la température varie entre 25 et 30 °C. Au-dela de 35 a
40 °C et en deca de 14 °C, des anomalies surviennent. Ainsi les feuilles accusent un retard de
croissance qui se manifeste par une lente émission de feuilles plus courtes (Swennen &
Vuylsteke, 2001). Le vent augmente d’une part le flux transpiratoire par 1’ouverture des
stomates et d'autre part, il engendre souvent la lacération des limbes réduisant ainsi la capacité
photosynthétique. Les vents violents peuvent provoquer des dommages considérables chez le
bananier, soit en brisant les feuilles aux pétioles, soit en cassant les pseudo-troncs ou encore en

déracinant complétement la plante (Dhed’a et al., 2011).
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1.1.6. Culture du bananier

1.1.6.1. Choix du terrain et préparation du sol

Une bonne préparation du sol pour le bananier comprend d’abord, le broyage et
I’enfouissement des détritus végétaux, de préférence plusieurs semaines avant la plantation.
Ensuite, il est important de défoncer le sol sur la plus grande profondeur possible. Puis, il faut
réaliser des canaux ou fossés de drainage pour obtenir un sol bien ressuy¢ et éliminer les eaux
stagnantes, si nécessaire. Enfin, le griffage doit étre effectué¢ sur 10 a 20 cm de profondeur pour
enfouir les amendements et ameublir la surface du sol (Seydou et al., 2015). Pour s’assurer
d’une bonne qualité du fruit, il est nécessaire d’apporter aux bananiers un minimum de soins et
de choisir un terrain adapté. Cela sous-entend que les terrains doivent étre assez profonds,
meubles, fertiles et bien drainés. Le pH optimal doit également étre compris entre 5,5 et 7,5

(Thiémélé et al., 2017).

1.1.6.2. Semis et plantation

Les semences peuvent étre des rejets de 0,80 a 1 m de hauteur avec un bulbe bien formé
(15 220 cm de diamétre) et des feuilles étroites ou des plants issus de fragments de tige a partir
de la technique PIF (Temple & Kwa, 2019). La technique PIF (Plants Issus de Fragments)
permet de produire en masse et hors du champ, du matériel sain en 3 ou 4 mois et a toutes les
périodes de I’année avec en moyenne 100 plants pour un rejet. Elle consiste a exploiter la partie
souterraine (bulbe) du bananier pour la multiplier. En fait, la tige du bananier posséde dans sa
partie apicale un organe central qui contrdle la croissance de la plante ainsi que la production
des rejets : c’est le méristeme apical. La technique de PIF vise a « blesser » le méristéme sans
le tuer, pour le déséquilibrer en vue de favoriser un développement rapide de tous les bourgeons
au méme moment. Pour cela, on utilise les rejets prélevés en champ qui subissent une série de
traitements avant d’étre introduits dans une enceinte appelée germoir (Figure 2) ou ils vont

produire de nombreuses plantules (FIRCA, 2017).
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Figure 2 : Présentation d’un germoir (Seydou et al., 2015)

La plantation de bananiers peut se faire toute 1’année mais il est conseillé de procéder
en saison des pluies. La procédure de plantation consiste d’abord a réaliser des trous de 20 a 30
cm de profondeur sur les lignes de plantation. Ensuite, le rejet paré est placé et maintenu de
facon verticale bien au centre du trou. Puis, le trou est rempli avec le reste de terre de surface.
Enfin, la terre ne doit pas étre remontée le long du plant ; au contraire, une dépression doit étre
laissée autour du plant apreés le tassage, afin de faciliter les buttages ultérieurs. Cependant, pour
les vitro plants, il est essentiel de retirer le plant du pot en évitant de couper les racines puis de
le positionner au centre du trou. La densité et la disposition des plants de bananiers sont des
choix clés pour le rendement, la qualité, la durée du cycle et la durée de vie de la bananeraie.
Pour cela, il est conseill¢ de laisser 3,60 m entre les lignes et 1,80 m entre les plants ; ce qui

donne une densité d’environ 2650 pieds/hectare (FIRCA, 2017).

1.1.6.3. Entretien

Les activités de I’entretien comportent le désherbage, la fertilisation, la régénération de
la bananeraie, le tuteurage, les soins aux régimes, I’engainage, le dégagement des régimes et la
lutte contre les nuisibles. La conduite de la plantation nécessite un suivi du développement des
adventices. Différentes méthodes peuvent étre utilisées et combinées afin de maitriser 1’état

d’enherbement de la parcelle a savoir le désherbage manuel ou mécanique (binage, sarclage,
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griffage). On peut aussi, pratiquer la destruction chimique des mauvaises herbes avant
I’implantation de la culture (Seydou et al., 2015). Au niveau de la fertilisation, les bananiers
ont des besoins trés importants en azote et potassium et trés faibles en phosphore (FIRCA,
2017). La régénération de la bananeraie se fait par ceilletonnage. Elle a pour objectif de
sélectionner le rejet qui remplacera le bananier qui a porté le régime afin d’assurer la bonne
productivité et la longévité de la plantation (FIRCA, 2017). Quant au tuteurage, il faut dire que
si le bananier penche d’un c6té, il peut étre soutenu avec un tuteur bien ancré dans le sol et qui
le maintien du c6té ou il penche. Si les bananiers sont bien droits, ils peuvent étre maintenus
avec 2 tuteurs croisés, afin d’éviter la casse par le vent. Les soins des régimes se font par
ablation de la "popote" (fleur male) et par ablation des fausses mains et premiéres vraies mains.
Ils favorisent I’allongement des fruits avec un gain de poids du régime allant de 2 a 5 %.
L’engainage consiste a protéger le régime contre les attaques de nuisibles (thrips, oiseaux...)
en I’enveloppant dans un tissu ou plastique (Gasparotto et al., 2005). Au niveau du dégagement
des régimes, il faut noter qu’au cours de la maturation du régime, on supprime toutes les feuilles
qui sous I’effet du vent risquent de frotter le régime. Un passage par semaine est nécessaire.
Dans la mesure du possible on ne coupera que la partie de la feuille qui risque de gratter le
régime pour conserver le maximum de surface foliaire. Enfin la lutte contre les nuisibles se fait

a travers des luttes préventives, biologique et curative (Seydou et al., 2015).

1.1.6.4. Récolte

La récolte des régimes se fait en moyenne un an apres la plantation. Il est conseillé de
récolter les régimes lorsque les bananes sont enticrement développées, c’est-a-dire lorsque le
fruit est plein et que son extrémité s’est remplie. Si on laisse le fruit trop mirir sur pied, il se

fend et s’altere, alors qu’un fruit vert, cueilli méme trop tot, continue de mdrir (Tabarant, 2011).

1.1.7. Importance du bananier

Le bananier comme la plupart des plantes des pays tropicaux a un usage multiple a savoir
alimentaire, pharmacologique, utilitaire. Par exemple, le fruit est utilisé dans la réalisation de
frites (Aloco, Chips, Claclo ...), de purée de banane (Foutou, Foufou ...) (Mosso ef al., 1996).
L’espece Musa textilis est exploitée pour I’extraction de longues fibres dans les gaines foliaires
servant a la fabrication de filets de péche, de billets de banque, des cordes, des vétements et des

chapeaux. Les feuilles sont utilisées pour stocker les feves de cacao lors de la récolte.

Elles servent aussi de toiture pour certaines paillotes. Le bananier est utilis¢é en médecine
traditionnelle pour soigner diverses affections telles que les caries dentaires, les aphtes, la
cataracte, la dysenterie, I’incontinence urinaire, la ménorragie et les palpitations cardiaques.
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Les bananes plus ameéres ou bananes a bicre entrent dans la confection du vin de bananes (Aké,

1987 ; Lescot, 2006).

1.1.8. Valeurs nutritionnelles du bananier

Le bananier est une plante alimentaire cultivée pour ses fruits, qui peuvent étre consommeés
frais (bananes dessert) ou cuits (plantains). Ces fruits sont particulierement riches sur le plan
nutritionnel, offrant une combinaison de glucides, de minéraux et de vitamines essentiels a la
sant¢ (Sharrock & Lusty, 2000). Trés digestible, la banane est souvent le premier aliment solide
introduit aux enfants dans les tropiques (Schoofs, 1997). Elle constitue une excellente source
de glucides (environ 23 % pour la banane dessert et 31 % pour le plantain) et est également
riche en minéraux tels que le potassium, le calcium et le phosphore, ainsi qu’en vitamines A et
C (Temple & Kwa, 2019). De plus, la banane se distingue par sa teneur élevée en protéines par
rapport a d’autres fruits, son absence de cholestérol, et sa trés faible quantité de sodium, ce qui
la rend idéale pour les régimes sans sel. Ces fruits sont également faibles en graisses et
particulierement bénéfiques en raison de leur forte teneur en fibres alimentaires, qui favorisent
une digestion saine. Leur teneur en eau, atteignant environ 74 % pour la banane et 65 % pour
le plantain, contribue a leur faible apport calorique tout en assurant une bonne hydratation

(Krishnamoorthy, 2002) (Tableau I).
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Tableau I : Valeurs nutritionnelles de la banane et du plantain pour 100 g de portion comestible

crue (Schoofs, 1997)

Substance nutritive Banane Plantain

Eau (g) 74,26 65,28
Energie (kcal) 92 122
Protéine (g) 1,03 1,3
Matiéres grasses (g) 0,48 0,37
Glucides (g) 23,43 31,89
Calcium (mg) 6 3
Fer (mg) 0,31 0,6
Potassium (mg) 396 499
Sodium (mg) 1 4
Vitamine C (mg) 9,1 18,4
Thiamine (mg) 0,045 0,052
Riboflavine (mg) 0,1 0,054
Niacine ou vitamine B3 (mg) 0,54 0,686
Vitamine A (UI) 81 1127
Graisses saturées (g) 0,185 0,143
Graisses monoinsaturées (g) 0,041 0.032
Graisses polyinsaturées (g) 0,089 0,069

1.1.9. Ravageurs et maladies du bananier en Céte d’Ivoire

1.1.9.1. Ravageurs du bananier

Le principal ravageur du bananier est le charancon du genre Cosmopolites. L’ attaque
occasionnée par ce charangon provoque un étiolement des feuilles situées a la périphérie qui se
dessechent premierement. Le systeme racinaire se desseche également puis fini souvent par
faire tomber la plante suite a un vent (Padmanaban & Sathiamoorthy, 2001 ; Amani et al.,
2023). Outre celui-ci, il y’a le charancon Odoiporus longicollis (Oliver) dont la larve se nourrit
des tissus a I’intérieur du pseudo-tronc, dans lequel il creuse une multitude de galeries atteignant
parfois la tige proprement dite. Si les larves apparaissent avant le stade de floraison, elles
dévorent le pseudo-tronc, bloquant ainsi le développement du bourgeon (Padmanaban &

Sathiamoortby, 2001 ; Péréfarres, 2006). De plus, le nématode Radopholus similis est ’'un des
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importants parasites du systéme radiculaire. Ce parasite se nourrit du cytoplasme des cellules
du parenchyme cortical. La pénétration du parasite provoque la destruction des parois
cellulaires, ce qui entraine la formation de tunnel qui deviennent des nécroses (Sarah, 1990 ;
Rodde, 2010). Les nématodes Pratylenchus coffeae et P. goodey provoquent également des
dégats similaires a ceux de R. similis (Bridge et al., 1997 ; Tabarant, 2011).

1.1.9.2. Maladies du bananier
1.1.9.2.1. Maladies pré-récolte

Les bananiers sont soumis a de nombreuses contraintes parasitaires parmi lesquelles les
maladies fongiques, trés répandues et destructives. Elles sont provoquées par des champignons
qui attaquent le systéme racinaire, le pseudo-tronc, les feuilles et les fruits. La fusariose du
bananier causée par Fusarium oxysporum f. sp. cubense Snyder et Hansen (FOC) encore
appelée maladie de Panama est 1’une des maladies les plus destructrices du bananier (Ploetz,
2000). Fusarium oxysporum colonise le xyléme du pseudo-tronc des variétés susceptibles et
provoque un flétrissement vasculaire 1étal (Lassoudiere, 2007). Une autre maladie du systéme
racinaire est la nécrose des racines causée par les champignons du genre Cylindrocladium. Les
cercosporioses du bananier sont aussi des maladies fongiques causées par des champignons
ascomycetes du genre Mycosphaerella. Quatre especes, Mycosphaerella fijiensis,
Mycosphaerella musicola, Mycosphaerella musae et Mycosphaerella eumusae, sont
responsables respectivement de la maladie des raies noires (MRN) ou cercosporiose noire, de
la maladie de Sigatoka (MS) ou cercosporiose jaune, de la maladie de feuille tachetée ou
moucheture et de la maladie des taches foliaires. Elles attaquent le systéme foliaire et peuvent
provoquer sur les variétés sensibles des pertes de rendement trés significatives (Fouré et al.,
1990). Ces maladies qui se caractérisent par des taches foliaires et un desséchement important
des feuilles font partie des affections cryptogamiques les plus dévastatrices du bananier

(Gasparotto et al., 2005).

Les maladies virales affectant les bananiers sont principalement dues a la maladie de
Bunchy Top, causée par le Banana Bunchy Top Virus (BBTV). Ce virus est transmis par
I’Aphidae, un puceron du bananier (Pentalonia nigromervosai), et se propage via la
multiplication végétative des plants infectés (Lepoivre, 2003). Une autre maladie, la mosaique
des bractées du bananier, est provoquée par un potyvirus, plus précisément le virus de la
mosaique des bractées du bananier (BBrMV). Cette infection se caractérise par I’apparition de
taches brunes sur les bractées des plants infectés, ainsi que des décolorations et une

pigmentation du pseudo-tronc. La mosaique en plages du bananier, quant a elle, est causée par
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le virus de la mosaique du concombre (CMYV), dont deux des trois groupes sérologiques sont
particulierement significatifs. Ce virus a une large gamme d’hétes et les symptomes sont les
plus prononcés entre deux a trois mois apres la plantation. La contamination peut se produire
en pépiniere ou en champ, bien que les raisons de la sensibilité accrue de certains plants
demeurent inconnues (Sarah, 1990). Enfin, le Banana Streak Virus (BSV) se distingue par le
fait que certaines parties de son génome sont intégrées dans le génome de la plante hote. Au
moins cing souches différentes de ce virus sont intégrées dans le génome de Musa balbisiana

(Ndowora et al., 1999 ; Lheureux et al., 2003).

Parmi les maladies bactériennes les plus importantes sont la maladie de Moko et le
flétrissement bactérien (Raemaekers, 2001). La maladie de Moko est causée par Ralstonia
solanacearum (Pseudomonas solanecearum). On distingue deux facies de symptomes selon
que la bactérie est disséminée par le sol, les outils utilisés en plantation (machettes, etc.) ou bien
par les insectes qui visitent les fleurs males ou leurs cicatrices aprés abscission (Raemacekers,
2001). La colonisation bactérienne ascendante se traduit d’abord par une chlorose et le
flétrissement des trois plus jeunes feuilles et le bananier meurt. Une section transversale du
pseudo-tronc (ou de la souche) montre une coloration brun rougeatre des faisceaux vasculaires.
Si le plant contaminé porte un régime, la bactérie colonise I’ensemble des tissus vasculaires du
fruit via le rachis. Lorsque la bactérie est transmise par une machette par exemple, apres la
coupe du pseudo-tronc, les rejets contamings (ou baionnettes) noircissent et rabougrissent en 2
a 4 semaines (Eric & Luc, 2020). Le flétrissement bactérien ou Banana Xanthomonas Wilt
(BXW) encore appelé Banana Bacterial Wilt Disease (BBW) est causé par Xanthomonas
campestris. Les symptomes s’observent surtout apres le stade rejet a feuilles lancéolées,
particulierement a la floraison (Eric & Luc, 2020). Ces symptdmes se manifestent par une
décoloration et un flétrissement des bractées florales, un noircissement et un racornissement du
bourgeon male. Les feuilles jaunissent, flétrissent, noircissent, fanent et se cassent (y compris
le faux tronc). On observe aussi des rayures jaunes ou brunes au niveau vasculaire sur toute la
plante, ainsi qu’une sécrétion bactérienne jaune pale a la base du faux tronc ou de la souche,
lors d’une coupe transversale. Ceci entraine le flétrissement des régimes avec maturation
prématurée et coloration interne brun rougeatre des fruits. La plante meurt dans le mois de

I’apparition de n’importe lequel de ces symptomes (Raemaekers, 2001 ; Eric & Luc, 2020).
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1.1.9.2.2. Maladies post-récolte

Les maladies post-récoltes du bananier sont principalement causées par des attaques
fongiques. Les champignons affectant les fruits de bananiers occasionnent de nombreuses
pertes tant quantitatives que qualitatives, car les fruits attaqués ne peuvent plus étre vendus et
donc rejetés par les consommateurs (Leplat ef al., 2010 ; Meddah et al., 2010). L’infection de
la couronne ou du coussinet est ’une des infections les plus dommageables. Elle provient de la
double action de plusieurs champignons et des bactéries (Zhang et al., 2017). Les champignons
les plus observés au niveau de la couronne sont Colletotrichum musea, Fusarium roseum,
Fusarium senitectum et Botryodiplodia theobromae (Merzouki, 2018). L’infection se
caractérise par un ramollissement et un noircissement des tissus au niveau de la « plaie » sur le
fruit. Les parties infectées deviennent noires et la pourriture se propage au pédoncule et ou en
cas d’infection grave les doigts se détachent (Ploetz et al., 1994 ; Selami, 2015). Le champignon
Colletotrichum musea est responsable de I’anthracnose de la banane. Il peut se développer aussi
bien au niveau du fruit vert que sur le fruit mir. Sur le fruit vert, il provoque des blessures de
couleur brun foncé ou noire. Les symptomes sur les fruits mirs se manifestent par des taches
de formes circulaires avec une couleur brune parfois noire. Les parties infectées provoquent un
murissement rapide du fruit qui pourrit empéchant la vente (Singh, 2018). La pourriture a
Trachysphaera est due a un agent Trachysphaera fructigena. La maladie provoque une nécrose
noire recouverte de conidies blanches ou brunes. Aussi on observe une momification de la pulpe

résultant d’une pourriture seéche ou molle en cas de pourriture humide (Meddah et al., 2010).

1.2. Rhizosphére
1.2.1. Définition

Le terme « rhizosphere » a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner, bactériologiste et
spécialiste de la microbiologie du sol, ainsi que professeur d’agronomie au Collége Technique
de Munich. Le mot « rhizo » vient du grec « rhiza », signifiant racine, tandis que « sphére »
provient du latin « sphaera » et du grec ancien « sfaira », désignant une balle, un ballon ou un
globe. La « sphere » fait ainsi référence a I’aire d’influence du systéme racinaire. En raison de
son volume relativement réduit par rapport a celui de la plante, la rhizospheére est parfois appelée
« la moitié cachée » (ou « the hidden half » en anglais). Sur le plan pédologique, la rhizosphére
représente environ 1 a 3 % du volume total du sol (Curl & Truelove, 2012).

Aujourd’hui, la rhizosphere désigne la zone du sol directement influencée par les racines
des plantes et les micro-organismes qui y résident, faisant partie intégrante du microbiote
végétal. Cette zone, généralement peu profonde, varie entre 10 et 20 cm sous les prairies ou
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pelouses, mais peut atteindre des profondeurs bien plus importantes, de 20 a 50 cm, dans
certaines cultures telles que les bananiers, les cacaoyers, les hévéas ou les caféiers. Elle se
caractérise par une grande diversité microbienne, en particulier une forte concentration de
bactéries et de champignons microscopiques. La rhizosphére constitue un environnement
propice aux échanges entre ces micro-organismes et les plantes, échanges qui modifient les

propriétés physiques et chimiques du sol (Selami, 2015).

1.2.2. Microorganismes de la rhizosphére et leurs roles

1.2.2.1. Champignons

Dans la rhizosphére, une grande variété de champignons coexiste, chacun jouant un role
spécifique et essentiel pour maintenir I’équilibre du systéme racinaire. Parmi ces champignons,
les mycorhiziens, tels que Glomus spp., forment une relation symbiotique avec les racines des
plantes. Cette collaboration facilite 1’absorption de nutriments, notamment le phosphore, au
bénéfice des deux parties : le champignon regoit des sucres produits par la plante, tandis que
celle-ci profite d’une meilleure nutrition (Sarasin, 2011). Parallélement, certains champignons
rhizosphériques jouent un role saprophytique en décomposant la matiére organique morte : ce
sont les micromycetes (Bowman, 2006). Ces champignons microscopiques regroupant les
levures et les champignons filamenteux (moisissures) sont hétérotrophes, et plus
particuliérement absorbotrophes (Simpson et al., 2005). Ils transforment les résidus végétaux
en ¢léments nutritifs, enrichissant le sol et favorisant la croissance des plantes (Noemie, 2010).
Parmi ces champignons, des genres tels que Trichoderma spp., Talaromyces spp. et Penicillium
spp. jouent un role protecteur en produisant des substances antifongiques. Cela permet d’inhiber
les champignons pathogénes et de protéger les racines des plantes contre les agents nuisibles,
renforcant ainsi leur résistance aux maladies fongiques (Lheureux et al., 2003). Cependant,
certaines especes, telles que Fusarium spp. et Aspergillus spp., qui sont habituellement
saprophytes, peuvent devenir pathogenes dans la rhizosphére sous I’effet de pressions
environnementales et d’interactions complexes. Ces champignons peuvent provoquer des
maladies graves, comme la fusariose ou la pourriture des fruits et des racines. Cela perturbe la
croissance des plantes, affaiblit leurs racines et réduit les rendements, affectant ainsi leur

production (Noemie, 2010).

1.2.2.2. Bactéries
La rhizosphere abrite une grande diversité de bactéries, qui jouent un role essentiel dans
la nutrition et la protection des plantes. Parmi celles-ci, les bactéries diazotrophes telles que

Azospirillum et Rhizobium sont capables de fixer 1’azote atmosphérique, améliorant ainsi la
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disponibilité de cet €lément nutritif pour les plantes (Gawryjotek et al., 2021). De plus, certaines
bactéries PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), comme certaines especes de Bacillus
et de Pseudomonas, favorisent la croissance des plantes en produisant des phytohormones et
des substances antimicrobiennes, tout en renforcant la résistance aux maladies (Singh, 2018).
D’autres bactéries, telles que les especes du genre Streptomyces, agissent de maniere bénéfique
en inhibant les pathogenes et en facilitant 1’acceés aux nutriments. En effet, les Streptomyces
sont des bactéries saprophytes qui dégradent les matiéres organiques du sol a 1’aide de
nombreuses enzymes hydrolytiques extra-cellulaires, contribuant ainsi activement a la
formation de I’humus. Par ailleurs, des bactéries solubilisatrices de phosphore, comme Bacillus
megaterium, facilitent également ’accés aux nutriments essentiels en solubilisant le phosphore
dans le sol (Soufiane, 1999 ; Merzouki, 2018). Cependant, certaines bactéries présentes dans la
rhizosphere peuvent étre pathogeénes et causer des maladies. Par exemple, des genres comme
Xanthomonas et Erwinia sont responsables de diverses infections qui nuisent a la santé des
plantes. Ainsi, bien que la rhizosphére abrite une variété de bactéries bénéfiques, certaines

d’entre elles peuvent également représenter une menace pour les plantes (Saadaoui, 2021).

1.2.2.3. Protistes et nématodes

Les protistes et les nématodes présents dans la rhizosphere jouent des roles essentiels
pour la santé des racines et I’équilibre du sol. Les protistes, en majorité des protozoaires
(comme Acanthamoeba) et des algues microscopiques (telles que Chlamydomonas), régulent
les populations de bactéries et d’autres microorganismes en s’en nourrissant, ce qui contribue a

maintenir un environnement stable autour des racines (Ranoarisoa, 2018).

Certaines algues, telles que Chlorella enrichissent également le sol en produisant des substances
nutritives notamment des sucres, des protéines, des acides aminés, des vitamines (en particulier
la vitamine B12 et la vitamine C), ainsi que des minéraux comme |’azote, le phosphore, le
potassium et le fer. Ces substances améliorent la disponibilité des nutriments pour les plantes
et favorisent une meilleure croissance des racines (Chabane, 2023 ; Bendjeddou & ismahan,
2023). En ce qui concerne les nématodes, leur impact peut étre a la fois positif et négatif : les
nématodes phytoparasites, comme Meloidogyne incognita, peuvent endommager les racines
des plantes, tandis que les nématodes prédateurs tels que Dorylaimus, ainsi que ceux qui se
nourrissent de champignons ou de bactéries comme Aphelenchoides, jouent un role dans la
régulation des pathogenes du sol, ce qui favorise la santé des racines et de la plante (Mokrini et

al., 2020 ; Naily & Bouguir, 2022).
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1.2.3. Facteurs influencant la communauté microbienne rhizosphérique

Les principaux facteurs influengant la communauté microbienne rhizosphérique sont le
pH du sol, la teneur en matiére organique, I’humidité, la température, la texture du sol, la
salinité, la disponibilité des nutriments et la présence de contaminants ou de polluants. Le pH
du sol joue un réle fondamental dans la disponibilité des nutriments. Un pH Iégérement acide
(autour de 6 a 7) est optimal pour ’assimilation des éléments nutritifs essentiels. En revanche,
un pH trop acide ou trop alcalin peut rendre certains nutriments moins accessibles et limiter la
croissance des microorganismes bénéfiques (Martins, 2012). La teneur en matiére organique,
quant a elle, constitue une source de carbone pour la communauté microbienne, favorisant une
activité microbienne accrue et un sol plus fertile. L humidité du sol affecte directement la
croissance des microorganismes ; des conditions trop séches ou trop humides peuvent perturber
leur activité, réduisant la diversité microbienne (Zamora et al., 2006). La température du sol
influence également 1’activité des microbes, chaque espece ayant des plages de température
spécifiques pour une croissance optimale. Des températures extrémes, trop froides ou trop
chaudes, peuvent ralentir ou inhiber la croissance microbienne (Pettersson & Baath, 2003, Bell
et al., 2009). Par ailleurs, la texture du sol, qui dépend de la proportion de sable, d’argile et de
limon, détermine la rétention d’eau et 1’aération. Un sol bien aéré permet une activité
microbienne plus importante, tandis qu’un sol mal drainé peut limiter la croissance
microbienne. La salinité peut également perturber la communauté microbienne ; un exces de
sel dans le sol peut étre toxique pour certaines populations, tout en favorisant d’autres especes
tolérantes aux conditions salines (Gopalakrishnan et al., 2015). En ce qui concerne la
disponibilité¢ des nutriments, des éléments comme 1’azote, le phosphore et le potassium sont
essentiels pour la croissance des plantes et la santé du sol, influengant ainsi la dynamique des
communautés microbiennes. Enfin, la présence de contaminants ou de polluants tels que les
métaux lourds ou les pesticides peut perturber 1’équilibre des populations microbiennes en
inhibant la croissance de certaines especes et en favorisant celles capables de tolérer des

conditions extrémes (Singh, 2018).

1.3. Champignons filamenteux ou moisissures

1.3.1. Caractéristiques morphologiques des champignons filamenteux

Les champignons filamenteux sont composés d’un appareil végétatif appelé thalle. Ce
thalle est compos¢ de filaments ou hyphes enchevétrés les uns par rapport aux autres, et
I’ensemble des hyphes constituent un réseau appelé¢ mycélium (Ropars et al., 2012). Les hyphes

sont diffus, tubulaires et fins avec un diamétre compris entre 2 et 15 um et sont plus ou moins
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ramifiés. Chez certaines moisissures, comme Mucor, les cellules ne sont pas séparées par une
cloison transversale ; le thalle est alors dit coenocytique ou « siphonné ». Cependant, chez
d’autres, comme Aspergillus, le thalle est cloisonné ou « septé ». Les cloisons, appelées septa
possedent des perforations assurant la communication entre les cellules (Figure 3) (Karaffa et

al., 2001).

Figure 3 : Structure de I’hyphe (a : hyphe coenocytique ; b : hyphe cloisonn¢)

1.3.2. Phases de développement et types de reproduction des champignons filamenteux
Le développement des moisissures comprend deux phases a savoir la phase végétative
et la phase reproductive. Pendant la phase végétative, qui correspond a la phase de croissance,
I’appareil végétatif colonise le substrat par extension et ramification des hyphes. Les
ramifications peuvent se faire par dichotomie (apex) ou par bourgeonnement (latéral) (Aurélie,
2013). La phase végétative correspond également a la phase de nutrition. Les hyphes absorbent
a travers leur paroi, 1’eau ainsi que les éléments nutritifs contenus au sein du substrat tout en
dégradant le substrat par émission d’enzymes et d’acides. La forme mycélienne en expansion,
qui constitue une phase active de développement, est responsable de la dégradation et de
’altération du substrat (Bowman & Free, 2006). La phase reproductive comprend deux types
de reproduction : la reproduction asexuée, correspondant a la forme anamorphe, et la

reproduction sexuée, correspondant a la forme téléomorphe.

La reproduction asexuée se fait sans fusion de gametes. Elle correspond majoritairement
a la dispersion de spores asexuées, permettant la propagation des moisissures afin de coloniser
d’autres substrats. Cette forme de reproduction asexuée est appelée la sporulation (Marin et al.,
2013). Au cours de la sporulation, les spores, petites cellules déshydratées au métabolisme

réduit et entourées d’une paroi protectrice les isolant du milieu environnant, sont produites en
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grande quantité par des structures spécialisées développées a partir du mycélium (Aurélie,
2013). 1l existe différentes formes de reproduction asexuée et différents types de spores. Les
spores peuvent €tre le résultat de la fragmentation. Dans ce cas, un nouvel organisme se
développe a partir d’un fragment parent de mycélium (arthrospores). Les spores peuvent aussi
étre produites de maniére endogeéne a I'intérieur du sporocyste (sporocystiospores), ou de
maniére exogeéne en continu a ’extrémité des structures spécialisées appelées phialides

(conidiospores). Il existe différents modes de propagation des spores (Cantu et al., 2009).

Les spores appelées gloeiospores sont véhiculées sur un nouveau substrat soit par contact, soit
par des insectes ou soit par 1’eau. Les spores appelées xérospores sont dissociables et 1égeres,
leur permettant d’étre facilement dispersées par I’air (Aurélie, 2013). La reproduction sexuée
se base sur la fusion de deux gametes haploides (n) donnant un zygote diploide (2n). Une
structure (+) a n chromosomes rencontre une autre structure (-) et la fusion des cytoplasmes
donne naissance a un nouveau mycélium a 2n chromosomes. Il existe différents modes de
fécondation en fonction des champignons a savoir la planogamie, I’oogamie-siphonogamie, la

siphonogamie, la trichogamie, la cystogamie et la somatogamie (Santos ef al., 2010).

1.3.3. Phylogénie des champignons filamenteux

Dans le monde du vivant, les champignons (microscopiques et macroscopiques)
représentent un régne a part au sein des eucaryotes. Ce régne est bien distinct de celui des
protistes, des plantes ou des animaux (Cantu et al., 2009). La classification phylogénétique
basée sur des criteres génotypiques a permis une révision et une modification de la classification
des champignons filamenteux (Aurélie, 2013). Actuellement, les champignons filamenteux
sont classés parmi les Opisthokontes constituant un groupe particulier d’eucaryotes. Le régne
des « champignons vrais » ou Fungi, appelé Eumycota, comprend 10 divisions et celui des «
champignons imparfaits » ou Fungi imperfecti, appelé Deuteromycota est divisé en trois classes
(Verscheure et al., 2002). La division des Dikarya se scinde en deux sous-divisions,
Ascomycota et Basidiomycota. Les champignons appartenant au régne des Eumycota sont des
champignons pour lesquels le mode de reproduction sexuée est connu. On parle alors de
champignons téléomorphes. Pour certains champignons appelés anamorphes, le mode de
reproduction sexuée est inconnu et seule une multiplication asexuée ou végétative est observée
(Karaffa et al., 2001). L’ensemble de ces champignons est regroupé au sein du régne des «
champignons imparfaits ». La classification phylogénétique des champignons filamenteux se

présente de la maniere suivante (Figure 4) (Marin et al., 2013) :
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Champions —

Blastomycetes
filamenteux

Hyphomycétes

—— Deuteromycota —

— Coelomycetes

Ospisthokontes =] — Microsporidiomycota

—  Blastocladiomycota

Eumycota =
— Glomeromycota

Mucoromycotina

—  Entomophthoromycotina

—  Kickxellomycotina
— Zoopagomycotina
Chytridiomycota
— Neocallimastigomycota — Pezizomycotina
— Dikarya —  Saccharomycotina
—— Ascomycota _ '
— Taphrinomycotina
—— Basidiomycota — Pucciniomycotina
— Ustilaginomycotina

— Agaricomycotina

Figure 4 : Arbre phylogénétique des champignons filamenteux
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1.3.4. Mode de nutrition, facteurs nutritifs et conditions de développement des

champignons filamenteux (moisissures)

1.3.4.1. Mode de nutrition
Les champignons observent différents modes de nutrition a savoir le saprophytisme, la

symbiose, le commensalisme et le parasitisme (Maquelin et al., 2002 ; Aurélie, 2013).

1.3.4.1.1. Saprophytisme

Le saprophytisme chez les champignons filamenteux consiste a dégrader la matiere
organique morte ou en décomposition pour extraire les ¢léments minéraux nécessaires a leur
croissance. Ces champignons sécrétent des enzymes, comme des cellulases et des lignases, qui
décomposent des substances complexes telles que la cellulose et la lignine. Grace a ce
processus, ils transforment la mati¢re organique en composés plus simples, permettant ainsi la
récupération du carbone, de I’azote et d’autres minéraux. Ce role est essentiel dans le recyclage

des ¢léments nutritifs dans les écosystemes et la fertilité des sols (Maquelin et al., 2002).

1.3.4.1.2. Symbiose

La symbiose chez les champignons filamenteux consiste en une relation bénéfique avec
un autre organisme. Par exemple, dans les mycorhizes, les champignons s’associent aux racines
des plantes : le champignon aide la plante a absorber 1’eau et des minéraux comme le phosphore,
tandis que la plante lui fournit des sucres issus de la photosyntheése. De méme, dans les lichens,
un champignon se lie a une algue ou une cyanobactérie : le champignon protége 1’organisme
photosynthétique et lui fournit un environnement stable, tandis que I’algue ou la cyanobactérie
produit des nutriments que le champignon utilise. Dans ces relations, les deux organismes sont

qualifiés de symbiotes, chacun tirant profit de 1’autre (Erukhimovitch ef al., 2009).

1.3.4.1.3. Commensalisme

Le commensalisme chez les micromycetes désigne une interaction dans laquelle ces
microorganismes tirent des avantages de leur hote sans lui causer de tort ni lui fournir de
bénéfices en retour. Ainsi, certains champignons se nourrissent des débris de 1’hote, tels que les
cellules mortes ou les sécrétions, qui leur apportent les nutriments nécessaires a leur
développement. D’autres champignons exploitent 1’hote comme un refuge, sans lui nuire.

Enfin, des champignons dépendent des insectes pour assurer la dispersion de leurs spores, sans
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que ces derniers en aient conscience. Dans tous ces cas, les champignons tirent profit de leur

héte sans exercer d’impact négatif sur celui-ci (Aurélie, 2013).

1.3.4.1.4. Parasitisme

Le parasitisme chez les champignons repose sur leur capacité a extraire des nutriments
de la mati¢re vivante de leurs hotes. Ce processus peut affaiblir voire tuer I’héte, car les
champignons consomment des ressources vitales nécessaires a sa survie. Certains champignons
appartenant aux genres Fusarium, Mycosphaerella et Aspergillus peuvent causer des infections
en perturbant 1’équilibre de 1I’organisme hote. Cette relation parasitaire illustre 1’adaptation des
champignons a exploiter d’autres organismes pour leur propre reproduction et croissance,
souvent au détriment de la santé de 1’hote. Les conséquences peuvent étre graves, car la
croissance fongique peut entrainer des défaillances organiques ou des infections systématiques,

pouvant mener a la mort de I’hote dans les cas les plus séveres (Erukhimovitch et al., 2009).

1.3.4.2. Facteurs nutritifs

1.3.4.2.1. Source de carbone

La grande majorité des espéces de champignons filamenteux posséde une capacité
remarquable a assimiler une large gamme de sources de carbone, ce qui leur permet de se
développer dans des environnements variés. Cette flexibilité métabolique est un atout majeur
pour leur survie et leur prolifération. Toutefois, certaines exceptions existent. Les moisissures
ne parviennent généralement pas a décomposer les hydrocarbures, qui nécessitent des processus
biologiques plus spécifiques pour étre dégradés. Cela limite quelque peu leur capacité a se
nourrir dans des substrats ou ces composés sont prédominants (Benabderrahmane & Ziane,

2022).

1.3.4.2.2. Source d’azote

Les champignons filamenteux (moisissures), comme de nombreux micro-organismes,
ont besoin de 1’azote pour leur croissance et leur développement. Cependant, contrairement a
certaines plantes et bactéries, elles ne peuvent pas assimiler I’azote sous sa forme gazeuse dans
I’atmosphere. Elles dépendent donc de sources d’azote accessibles telles que le nitrate,
I’ammonium et certains acides aminés, qu’elles absorbent directement a travers leur membrane
cellulaire. Cette capacité d’absorption permet aux moisissures de coloniser divers substrats, ou

I’azote est souvent disponible sous ces formes spécifiques. Cependant, cette limitation souligne
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aussi leur dépendance vis-a-vis des conditions environnementales pour 1I’approvisionnement en

azote, un facteur crucial pour leur prolifération (Boissier, 2003).

1.3.4.2.3. Source de sels minéraux et de vitamines

La croissance des champignons filamenteux nécessite divers sels minéraux, tels que le
phosphore, le potassium, le magnésium, le calcium et le soufre. Pour accéder a ces nutriments,
ils ont la capacité¢ de sécréter des enzymes ou de produire des sidérophores et des acides
organiques, facilitant ainsi leur absorption. Par ailleurs, certaines moisissures dépendent
¢galement de vitamines préformées comme la thiamine et la biotine, pour soutenir leur

développement (Benabderrahmane & Ziane, 2022).

1.3.4.3. Conditions de développement

La simple contamination d’un substrat ou d’un aliment par des spores de moisissures ne
suffit pas a déclencher leur croissance ni la production de métabolites. En effet, pour qu’une
moisissure puisse se développer et proliférer, des conditions environnementales particuliéres et
des caractéristiques spécifiques du milieu doivent étre réunies. Ces facteurs sont essentiels pour

permettre leur croissance et leur activité métabolique (Baddi ef al., 2021).

1.3.4.3.1. Activité d’eau et humidité relative
Le facteur environnemental le plus déterminant dans le développement des moisissures

est I’humidité relative (HR), un parametre clé qui est généralement mesuré a 1’aide de la formule

suivante : | HR=Awx 100 | (1)

Aw désigne ’activité de I’eau, un indicateur direct de la disponibilité de ’humidité pour les
micro-organismes. L’activité de I’eau (Aw) est cruciale car elle reflete I’humidité disponible
pour les champignons filamenteux et autres microorganismes. La plupart des moisissures se
développent dans un intervalle d’Aw compris entre 0,85 et 0,99. Cela signifie que lorsque I’Aw
atteint ce seuil, les conditions sont optimales pour la prolifération fongique (Benabderrahmane

& Ziane, 2022).

1.3.4.3.2. Température

La température joue un role crucial dans le développement des champignons filamenteux
(moisissures). Les besoins thermiques varient d’une espece a 1’autre, ce qui signifie que chaque
moisissure a une plage de température optimale pour se développer. La majorité des moisissures
sont dites mésophiles, c’est-a-dire qu’elles prosperent dans des conditions de température

modérée, généralement entre 20 et 45°C. Cependant, certaines espéces de moisissures,
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qualifiées de thermophiles ou thermotolérantes, sont capables de se développer dans des
environnements beaucoup plus chauds, atteignant des températures pouvant aller jusqu’a 55°C.
Ces moisissures thermophiles sont souvent présentes dans des milieux plus extrémes, comme
les composts ou les environnements industriels, ou la chaleur est un facteur favorable a leur
prolifération. Bien que la température ne soit pas le seul facteur influengant leur croissance, elle
reste un critére essentiel pour déterminer les conditions favorables a leur développement (Baddi

etal., 2021).

1.3.4.3.3. Oxygéne

Les moisissures, bien qu’étant des organismes aérobies nécessitant de 1’oxygeéne pour leur
croissance, peuvent se développer méme lorsque la concentration en oxygene est jusqu’a dix
fois inférieure a celle de I’atmosphéere. Cela démontre leur capacité a s’adapter a des
environnements moins oxygénés. Toutefois, c’est 'oxygene dissous dans le substrat qui
influence bien plus leur croissance que I’oxygeéne atmosphérique. En effet, I’oxygeéne présent
dans le substrat est un facteur clé de leur développement, surtout dans des milieux confinés ou

I’oxygeéne ambiant est moins disponible (Ahmadou, 2019).

1.3.4.3.4. Potentiel Hydrogéne (pH)

Le pH optimal pour la croissance des moisissures se situe généralement autour de 5.
Cependant, la plupart des champignons sont peu sensibles aux variations de pH et peuvent se
développer sur une large plage allant de 3 a 8. Certains champignons conoidaux, en particulier,

sont méme capables de croitre a des pH aussi bas que 2, ce qui témoigne de leur grande

adaptabilit¢ (Ahmadou, 2019).

1.3.5. Méthodes d’identification des champignons filamenteux

L’identification des champignons filamenteux se base principalement sur I’examen des
caractéristiques morphologiques, tant macroscopiques que microscopiques (Bougnoux et al.,
2011). Ces techniques d’identification peuvent étre enrichies par une analyse moléculaire

(Mouhajir, 2018).

1.3.5.1. Analyse macroscopique

L’analyse macroscopique des colonies de champignons filamenteux obtenues apres
culture se base sur plusieurs caractéristiques de I’appareil végétatif. L ’aspect peut étre duveteux,
laineux, cotonneux, velouté, poudreux, granuleux ou lisse. Le relief peut étre plat, plissé ou en

forme de céréales (cérébriforme). La taille des colonies peut étre petite, étendue ou
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envahissante. Enfin, la couleur varie du blanc au créme ou peut étre teintée de vert, brun, orange,
violet, gris, etc. La présence d’un pigment diffusant dans la gélose, ainsi que des paramétres
comme la vitesse de croissance des colonies ou la température de développement, peuvent aussi

étre des indicateurs utiles pour 1’identification des moisissures (Zain et al., 2014).

1.3.5.2. Analyse microscopique

Lors de I’analyse microscopique des colonies, plusieurs structures des champignons
filamenteux sont observées, telles que 1’appareil végétatif, les organes de fructification et les
spores. Le thalle végétatif peut étre septé, avec un diameétre étroit et régulier de 2 a 5 um, ou
siphonné, avec des filaments peu ou pas ramifiés, d’un diamétre large et irrégulier de 5 a 15
um. Sa paroi peut étre pigmentée (mélanisée) ou non (hyaline). En ce qui concerne les organes
de fructification (Figure 5), on observe la présence ou non d’organes protecteurs des conidies,
ainsi que les différents modes de formation des conidies : celles-ci peuvent provenir directement
du thalle, étre solitaires (aleuriospores) ou en chaines (arthrospores), ou encore produites par
bourgeonnement et regroupées en grappes, en masse, en té€tes ou en chalnes basipétes ou
acropetes. Les cellules conidiogénes peuvent étre indifférenciées, peu différenciées ou bien
différenciées. Quant aux spores, elles peuvent étre endogénes (endospores) ou exogenes
(conidiospores ou conidies). Elles présentent différents aspects, tels que les amérospores
(unicellulaires et de petite taille), les didymospores (bicellulaires), les phragmospsores
(pluricellulaires avec des cloisons transversales), les dictyospores (pluricellulaires avec des
cloisons transversales et longitudinales) et les scolécospores (étroites et effilées). Enfin,

certaines spores peuvent étre accompagnées de chlamydospores (Aref & Heded, 2015).

29



Généralités

Conidiospores

)

...

Coenocytic
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Figure 5 : Organes de fructifications du genre Aspergillus (a) et du genre Rhizopus (b)

1.3.5.3. Quelques méthodes moléculaires utilisées pour I’identification des moisissures
L’identification moléculaire est une méthode qui permet de déterminer I’identité d'une
espece en analysant les molécules d’Acide désoxyribonucléique (ADN). Ce processus se

déroule en plusieurs étapes (Mouhajir, 2018).

1.3.5.3.1. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN est une méthode visant a isoler I’ADN des cellules ou des tissus.
L’application d’une technique d’isolement spécifique doit permettre une extraction efficace,
offrant une quantité et une qualité d’ADN suffisantes, pur et exempt de contaminants tels que
I’ARN et les protéines. Des solutions préparées en laboratoire, ainsi que des kits commerciaux,
sont utilisés pour I’extraction de ’ADN a partir des cellules ou tissus. Ce processus inclut la
lyse des cellules et la solubilisation de I’ADN, suivies de méthodes chimiques ou enzymatiques

pour éliminer les macromolécules, les lipides, I’ARN et les protéines (Gupta, 2019).

1.3.5.3.2. Réaction en chaine par la polymérase (PCR)

La PCR (réaction en chaine par polymérase) est une méthode d’amplification in vitro
d’une séquence d’ADN spécifique, basée sur des cycles thermiques successifs comprenant trois
¢tapes principales : la dénaturation de I’ADN double brin a des températures variant entre 92 et
95 °C, I’annelage des amorces ou hybridation a des températures comprises entre 50 et 70 °C

et I’extension des brins d’ADN a 72 °C (Mullis et al., 1986). Le nombre de cycles, qui peut
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varier entre 30 et 40, dépend du programme utilisé. La PCR nécessite plusieurs composants
chimiques, dont le MgCl2, un tampon a pH 8,3-8,8, les désoxynucléosides triphosphates
(ANTP), des amorces spécifiques ou universelles, ’ADN cible et une ADN polymérase
thermostable (Gupta, 2019). Il existe plusieurs variantes de la PCR telles que la PCR multiplex,
la PCR en temps réel, la PCR nichée ou modifiée, la RT-PCR (PCR a transcriptase inverse), la
PCR a démarrage a chaud, la Touchdown PCR, la PCR d’assemblage, la PCR spécifique a la
méthylation, ainsi que le test LAMP (amplification isotherme médiée par boucle) (Niemz et al.,

2011 ; Gupta, 2019).

1.3.5.3.3. Séquencage

Le séquengage de I’ADN est une technique permettant de déterminer 1’ordre précis des
bases A, C, G et T qui composent I’ADN. L’analyse de la séquence de I’ADN offre un moyen
d’étudier I’information biologique qu’elle renferme. Etant donné que la structure de I’ADN est
unique et spécifique a chaque individu, le séquencage permet diverses applications dans le
domaine médical, telles que le diagnostic, les études génétiques, les tests de paternité, la
criminologie, la compréhension des mécanismes physiopathologiques, la conception de
médicaments et les enquétes épidémiologiques. Les deux premieres méthodes de s€quengage
de I’ADN sont la technique de Maxam-Gilbert et celle de Sanger, introduite en 1977. Toutefois,
la méthode de Sanger demeure aujourd’hui la technique de séquengage la plus utilisée dans les

laboratoires (Lamoril et al., 2008).

1.3.5.3.4. Technique de Sanger

Le séquengage de Sanger est une méthode ciblée qui utilise des amorces
d’oligonucléotides pour analyser des régions spécifiques de I’ADN (Figure 6). Ce processus
débute par la dénaturation de I’ADN bicaténaire, suivi de 1’annélation des amorces
oligonucléotidiques sur I’ADN monocaténaire. L’¢élongation de cette séquence se fait a 1’aide
d’un mélange de désoxynucléotides triphosphates (ANTP), comprenant 1’adénine (A), la
cytosine (C), la thymine (T) et la guanine (G), nécessaires a la construction de la nouvelle chaine
d’ADN. Une petite quantité¢ de didésoxynucléotides triphosphates (ddNTP) est également
ajoutée pour interrompre la chaine a chaque position spécifique de nucléotides. Les ANTP et
ddNTP ont une probabilité égale de se fixer a la séquence, ce qui génere des fragments de
différentes longueurs. Chaque ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) est marqué par un
fluorophore, et 1’ajout d’un ddNTP fait briller la base correspondante sous une certaine

fluorescence. Par convention, la fluorescence verte est attribuée a I’adénine (A), rouge a la
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thymine (T), noire a la guanine (G) et bleue a la cytosine (C). Un laser dans la machine
automatisée détecte ces intensités de fluorescence et génére un "pic" pour chaque signal. Siune
variation hétérozygote est présente, les deux alleles seront identifiés par deux colorants
fluorescents de méme intensité. En cas de variant homozygote, la couleur fluorescente attendue
sera complétement remplacée par celle correspondant a la nouvelle paire de bases (Gomes &
Korf, 2018). Les technologies de séquengage modernes et leurs capacités analytiques ont permis
de mettre en évidence les régions ITS1 et ITS4, des outils précieux pour décrire la diversité et
la caractérisation des communautés fongiques. Ces régions, situées entre les génes codant pour
I’ARN ribosomal 18S, 5,8S et 28S, présentent une variabilité génétique suffisante pour
différencier les différentes espeéces de champignons et étudier leur diversité dans des

environnements complexes (Valenzuela-Gonzalez ef al., 2015).

PCR

puis 5’'-...TACAG A C A G T A G C—3’
dénaturation '"31_'ATGTC(:D_§+§ 2 R
.3’....ATGTCMT¢§

37...ATGTC Tddc’;ﬁ '

3'...ATGTC T G Tt

3/...ATGTC T G T,C
3’..ATGTC T GT C,A
S 3'...ATGTC T GT C Adthi
3 3’ ..ATGTC T GT C A T,
ADN cible
3’ .ATGTC TGT CA T cdth
O: ADN polymérase
110 120 130

CTGG AGTCTACAC CAAGGTCTACAACTATG

— i Migration sur un séquenceur
Ay /\f\x Y < I

Electrophorégramme

Figure 6 : Principe du séquencage selon la méthode de Sanger (Lamoril et al., 2008)

1.4. Métabolites d’origine fongique
1.4.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des composés associés ou liés a la synthése des cellules
microbienne, donc de type associ¢ a la croissance. Ils sont synthétisés pendant la phase

exponentielle (trophophase). Les voies de biosynthése sont, en général, simples. Parmi ces
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métabolites on trouve des acides aminés, des acides organiques, 1’alcool, des vitamines, des

polysaccharides, des solvants, des carburants et des lipides (Leghlimi, 2020).

1.4.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules non essentielles au métabolisme basique
des champignons. Ces composés sont synthétisés dans des conditions particuliéres, et
s’accumulent pendant la phase suivant la phase exponentielle de croissance ou en idiophase
(phase de ralentissement ou en phase stationnaire). Ces produits n’ont pas de relation directe
avec la synthése des matieres cellulaires et la croissance normale. Ils sont donc de type non
associ¢ a la croissance. On trouve dans ce groupe des antibiotiques, des toxines, des vaccins,

des insecticides, des ardmes et des colorants (Leghlimi, 2020).

1.4.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés selon leur structure chimique en quatre groupes
majeurs a savoir les composés phénoliques ou aromatiques, les terpenoides, les hétérosides et
les alcaloides. Les composés phénoliques sont une grande classe de substances organiques
cycliques trés variées (Tableau II) d’origine secondaire qui dérivent du phénol C¢HsOH qui est
un monohydroxybenzeéne. Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous
forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent aussi sous forme de polymeres
naturels (tanins) (Walton & Brown, 1999). Le groupe le plus vaste et le plus répandu des

composés phénoliques est celui des flavonoides (Walton & Brown, 1999).
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Tableau II : Quelques composés phénoliques d’origine secondaire (Walton & Brown, 1999)

Squelette carbonée

Classes de composés phénoliques

Ce

Ces-Ci
Ce-Co
Ce-Cs
Ces-Cs
Ces-C1-Cs
C6-C2-Co
Ce-C3-Cs
(C6-Ci1)2
(C6-C3)2
(C6-C3-Cs)2
(C6-Cs)n
(Cé)n
(C6-C3-Cé)n

Phénols simples et benzoquinones
Acides phénoliques
Acétophénones et les acides phenylacétiques
Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropénes, chromons
Naphthoquinones
Xanthones
Stilbenes et anthraquinones
Flavonoides et isoflavonoides
Tannins hydrolysables
Lignanes et néolignanes
Biflavonoides
Lignines
Catéchols

Tannins condensés

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structures soit cyclique, soit chaine

ouverte. Leur formule brute est (CsHx), dont x : est variable en fonction du degré d’instauration

de la molécule et n peut prendre des valeurs allant de 1 a 8 sauf dans les polyterpenes ou n peut

atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isoprene de formule CsHg

(Figure 7) (Bezzaz, 2013).

CH;

CH:

H2C /

Figure 7 : Molécule d’isopréne (Bezzaz, 2013)
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Les hétérosides ou glycosides sont des molécules formées par combinaison d’oses et de
substances non glucidiques appelées aglycones ou génines (Figure 8). Ces métabolites
secondaires sont les plus anciennement connus. Ils forment des substances de réserve localisées
dans les vacuoles cellulaires. Les hétérosides se différencient entre eux par leurs génines qui
appartiennent a tous les groupes de métabolisme secondaire (flavonoide, saponosides et tanins)
et par le mode de liaison entre le génine et 1’ose ainsi que par la nature de la partie glucidique.

Ils sont classés selon la nature de la liaison en C-, N, O-, S- hétérosides (Hessas & Simoud,

2018).
= ©\‘
O
HO (0) OH
HO
OH

Figure 8 : Molécule de salicyline (exemple des hétérosides) (Hessas & Simoud, 2018)

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogene, d’oxygene et d’azote (Figure 9). Ils présentent généralement des structures
similaires a celles des amines primaires, secondaires ou tertiaires, ce qui leurs conferent des
propriétés basiques. Ces molécules sont trés intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments. Ils existent rarement a 1’état libre, mais le plus souvent ils sont combinés a des

acides organiques ou a des tanins (Aref & Heded, 2015).
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Figure 9 : Structure de quelques alcaloides (Aref & Heded, 2016)

1.4.4. Importances des métabolites secondaires fongiques

Les métabolites secondaires fongiques renferment une grande variété de molécules
biochimiques. Ce sont généralement des molécules complexes renfermant des composés a
activités biologiques, entre autres antibactériens, antitumoraux, antifongiques, antiviraux,
inhibiteurs d’enzymes (Zain et al., 2014). Ces activités biologiques offrent a ces molécules
d’intéressantes applications pour 1’agriculture dans le but de controler des maladies des plantes
(Mathivanan et al., 2008). Les métabolites secondaires affectent surtout les agents
phytopathogeénes comme les champignons, les bactéries et méme les virus a cause de leur
activité antagonistes (Devi et al., 2020). Par exemple des composés tels que les Xanthones, les
flavonoides, les hétérosides et les terpenes jouent un réle d’armes de compétition utilisées
contre d’autres champignons, bactéries, amibes et plantes mais aussi comme des agents de
transport de métaux et agents de symbiose entre les microorganismes et les plantes (Zain ef al.,

2014).

1.4.5. Techniques de caractérisation des métabolites secondaires fongiques

1.4.5.1. Méthodes de production des métabolites secondaires
La production de métabolites secondaires peut étre effectuée grace a 1’application de
différentes techniques, telles que la fermentation en milieu solide (FMS) et la fermentation en

milieu liquide (FML).
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1.4.5.1.1. Fermentation en milieu solide (FMS)

La FMS est une méthode dans laquelle les champignons se développent sur des substrats
solides tels que des grains ou des copeaux de bois, produisant ainsi des métabolites secondaires
comme les mycotoxines. Cette technique recrée des conditions de croissance naturelles,
stimulant la production de composés bioactifs en réponse a des facteurs de stress
environnementaux. Elle est particuliérement utilisée pour la production de mycotoxines,
reconnues pour leurs propriétés antifongiques et antibactériennes. Moins cotlteuse que la
fermentation en milieu liquide, la FMS est couramment employée dans diverses applications
industrielles, bien qu’elle nécessite un controle rigoureux de parametres tels que I’humidité et

la température (Lopez, 1998 ; Try, 2018).

1.4.5.1.2. Fermentation en milieu liquide (FML)

La FML est une méthode courante et efficace pour produire des métabolites secondaires,
ou les champignons sont cultivés dans un milieu liquide enrichi en nutriments. Cette méthode
permet de contrdler précisément des parameétres comme 1’oxygénation, la température et le pH,
essentiels a la production de métabolites d’intérét tels que des antibiotiques et des enzymes.
L’utilisation de bioréacteurs optimise ces conditions, offrant ainsi un rendement ¢élevé et une
qualité constante des produits. La FML est particuliecrement adaptée aux besoins industriels

dans des secteurs tels que la pharmacie et 1’agroalimentaire (Zerroug, 2021).

1.4.5.2. Techniques d’extraction des métabolites secondaires

Il existe différentes méthodes d’extraction des métabolites secondaires des
champignons, notamment 1’extraction par solvant, I’extraction par soxhlet, I’extraction par
ultrasons, I’extraction par pression, 1’extraction par fluides supercritiques, 1’extraction par

micro-ondes et I’extraction a I’eau.

1.4.5.2.1. Extraction par solvant (Méthode de Solvants Organiques)

L’extraction par solvant consiste a utiliser des solvants organiques tels que I’éthanol, le
méthanol, I’acétone, le cyclohexane, 1’acétate d’éthyle ou des mélanges d’eau et d’alcool pour
dissoudre les métabolites secondaires des champignons. Le matériau biologique, qu’il s’agisse
de mycélium ou de fructifications, est haché ou broyé avant d’étre mélangé avec le solvant.
Cette extraction peut se faire a température ambiante ou a chaud, souvent avec agitation ou
maceération pendant une période déterminée. Apres 1’extraction, le solvant est séparé des résidus

solides par filtration, puis évaporé sous pression réduite pour récupérer les métabolites
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concentrés. Cette méthode est simple, économique et largement utilisée, bien qu’elle puisse

entrainer la perte de certains métabolites sensibles a la chaleur ou aux conditions extrémes

(Zerroug, 2018).

1.4.5.2.2. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode d’extraction continue qui utilise un solvant
pour extraire efficacement les métabolites secondaires, particuliérement les composés
lipophiles (Figure 10). Dans ce procédé, le champignon est placé dans une capsule de Soxhlet
et le solvant est chauffé pour s’évaporer et se condenser dans le réacteur. Le solvant imbibe
alors le matériau, en extrait les métabolites, puis retourne au réservoir. Une fois le solvant
saturé, il est évaporé et récupéré, ce qui permet de répéter 1’extraction avec le méme solvant.
Cette méthode permet une extraction efficace d’une grande quantité de métabolites, mais elle
est relativement longue et nécessite un solvant adapté au composé recherché (Ayer et al., 1991 ;

Haddouchi et al., 2016).

Figure 10 : Dispositif d’extraction par Soxlhet (Haddouchi et al., 2016)

1) La matrice solide est placée dans le dé a coudre. Le solvant est chauffé au reflux ; 2) Condensation et extraction
avec le solvant frais. Les solutés sont transférés de la chambre d’extraction au réservoir; 3) Répétition continue

de I’extraction; 4) L’extraction exhaustive terminée.
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1.4.5.2.3. Extraction par ultrasons (Ultrasound-Assisted Extraction, UAE)

L’extraction assistée par ultrasons utilise des ondes ultrasonores pour améliorer
I’efficacité de I’extraction des métabolites secondaires (Figure 11). Les ultrasons générent des
microbulles dans le solvant, créant des zones de cavitation qui endommagent les parois
cellulaires des champignons, ce qui libére les métabolites. En soumettant le mélange de
champignons et de solvant a des vibrations ultrasoniques a haute fréquence, 1’extraction est
accélérée, permettant de récupérer les métabolites plus rapidement. Cette méthode est efficace,
rapide, et permet une extraction a température relativement basse, ce qui est idéal pour les

composés thermosensibles (Mohammedi, 2019).

Matiére végétale

Cuve en acier
inoxydable

Transducteurs Hydrodistillation conventionnelle

Figure 11 : Dispositif d’extraction par ultrasons (Mohammedi, 2019)

1.4.5.2.4. Extraction par pression (Pressurized Liquid Extraction, PLE)

L’extraction par pression utilise un solvant sous haute pression et une température
modérée pour extraire les métabolites secondaires (Figure 12). Cette technique est
particuliérement adaptée pour des composés difficiles a extraire par des méthodes classiques.
Le solvant est pressurisé et chauffé¢ dans un systeme fermé, ce qui permet de dissoudre les
métabolites tout en maintenant une température et une pression optimales. Cette méthode
permet une extraction rapide et efficace, avec une meilleure récupération des métabolites,

notamment ceux qui sont polaires ou non polaires (Gueribis, 2020).
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Figure 12 : Dispositif d’extraction par pression (Gueribis, 2020)

1.4.5.2.5. Extraction par fluides supercritiques (Supercritical Fluid Extraction, SFE)

L’extraction par fluides supercritiques utilise un fluide, souvent du dioxyde de carbone

(CO»), dans un état supercritique pour extraire les métabolites secondaires des champignons

(Figure 13). A I’état supercritique, le CO> posséde des propriétés particuliéres qui lui permettent

de pénétrer facilement dans la matiére et de dissoudre les métabolites lipophiles. Apres

I’extraction, le CO; est dépressurisé, ce qui permet de séparer les métabolites extraits. Cette

méthode est tres efficace, non toxique et respectueuse de 1I’environnement, mais elle nécessite

un équipement spécialisé et peut étre cotiteuse (Mohammedi, 2019).
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Figure 13 : Dispositif d’extraction au CO; supercritique (Mohammedi, 2019)
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1.4.5.2.6. Extraction par micro-ondes (Microwave-Assisted Extraction, MAE)

L’extraction assistée par micro-ondes utilise des ondes électromagnétiques pour
chauffer rapidement et uniformément le solvant et le matériau fongique, ce qui accélére
I’extraction des métabolites secondaires (Figure 14). Les micro-ondes génerent une chaleur
interne dans le solvant, ce qui aide a briser les structures cellulaires des champignons et libére
les composés bioactifs. Cette méthode est rapide, efficace, et nécessite moins de solvant que
d’autres techniques, mais elle peut ne pas convenir pour tous les types de métabolites (Boukhari,

2017).

Réfrigerent a eau

Huile essentielle

Phase aqueuse
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Four a micro-ondeS ey

Figure 14 : Dispositif d’extraction par micro-ondes (Boukhari, 2017)

1.4.5.2.7. Extraction a I’eau (Hydrolyse ou Infusion)

L’extraction a I’eau est une méthode simple utilisée pour extraire des métabolites
hydrosolubles tels que certains alcaloides et peptides. Les champignons sont trempés dans de
I’eau chaude ou bouillante, ce qui permet de dissoudre les composés solubles dans 1’eau. Apres
un temps d’infusion, le mélange est filtré pour séparer les métabolites extraits des résidus
solides. Cette méthode est économique, ne nécessite pas de solvants chimiques et est
respectueuse de I’environnement, mais elle n’est efficace que pour les métabolites solubles dans

I’eau (Hessas & Simoud, 2018).
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1.4.5.3. Techniques de séparation des métabolites secondaires

I1 existe différentes techniques de séparation des métabolites secondaires, telles que la
chromatographie sur colonne, la chromatographie sur couche mince (CCM), Ila
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse
(GC), le fractionnement par solvant, 1’¢lectrophorése, ainsi que la chromatographie liquide

couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS).

1.4.5.3.1. Chromatographie sur Colonne

La chromatographie sur colonne est I’une des techniques les plus couramment utilisées pour
séparer les métabolites secondaires fongiques. Elle repose sur la séparation des composés en
fonction de leur affinité pour une phase stationnaire et une phase mobile. Le mélange extrait est
chargé sur une colonne remplie de particules de silice ou d’alumine. Les métabolites sont
séparés au fur et a mesure qu’ils migrent a travers la colonne en fonction de leurs propriétés
chimiques, telles que leur polarité. Selon la nature des métabolites, différentes méthodes de
chromatographie peuvent étre utilisées, telles que :
- Chromatographie sur colonne a phase normale (utilisée pour les composés polaires) ;
- Chromatographie sur colonne a phase inverse (pour les composé€s moins polaires) (Wright

et al., 1989 ; Merzouk & Niboucha 2020).

1.4.5.3.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode rapide et simple qui permet de
séparer les métabolites en fonction de leur polarité. Un film mince de silice ou d’alumine est
appliqué sur une plaque. L’échantillon est déposé sur la plaque, et un solvant est utilisé¢ pour
faire migrer les métabolites a travers la plaque. Les différents métabolites migrent a des vitesses
différentes en fonction de leur affinité pour la phase mobile et la phase stationnaire, ce qui
permet leur séparation. Cette technique est couramment utilisée pour des analyses qualitatives
et pour obtenir une séparation rapide et préliminaire des composés (Munier, 1968 ; Coussirou,

2023).

1.4.5.3.3. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une méthode tres efficace
pour séparer, identifier et quantifier les métabolites secondaires fongiques. Dans ce processus,
un échantillon est injecté dans une colonne remplie de matériau adsorbant (comme la silice), et

un solvant ou un mélange de solvants (phase mobile) est utilisé pour faire passer 1’échantillon
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a travers la colonne. Les métabolites sont séparés selon leurs interactions avec la phase
stationnaire et la phase mobile. Cette méthode est idéale pour séparer des composés en petites
quantités et est largement utilisée pour des métabolites complexes, tels que les alcaloides, les

acides gras ou les mycotoxines (Cardon et al., 1981 ; Coussirou, 2023).

1.4.5.3.4. Chromatographie en phase gazeuse (GC)

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est principalement utilisée pour séparer les
métabolites secondaires volatils, tels que les hydrocarbures, les terpénes ou les alcools. Dans
cette technique, 1’échantillon est vaporisé et injecté dans une colonne chromatographique ou il
est séparé en fonction de son interaction avec la phase stationnaire et de sa volatilité. Un gaz
porteur, généralement de I’hélium ou de 1’azote, transporte les métabolites a travers la colonne.
Les composés sont détectés a la sortie de la colonne, souvent par un détecteur a ionisation de
flamme (FID) ou un détecteur a spectrométrie de masse (MS). Cette méthode est tres utile pour

les métabolites volatils et les substances 1égéres (Bouchonnet & Libong, 2004 ; Suffys, 2023).

1.4.5.3.5. Fractionnement par solvant

Le fractionnement par solvant est une technique qui permet de séparer les métabolites
secondaires en fonction de leur solubilité dans divers solvants. Une fois 1’extraction effectuée,
un mélange d’extraits est séparé en plusieurs fractions en utilisant des solvants de polarité
différente. Par exemple, un premier solvant peut étre utilisé pour extraire les composés non
polaires, tandis qu’un solvant polaire est utilisé pour les métabolites plus solubles dans 1’eau.
Chaque fraction est ensuite analysée pour identifier les métabolites séparés (Cardon et al.,

1981 ; Suffys, 2023).

1.4.5.3.6. Electrophorése

L’¢lectrophorese est une technique qui sépare les métabolites secondaires fongiques sur
la base de leur charge et de leur taille en appliquant un champ électrique. Elle est principalement
utilisée pour les petites molécules chargées, telles que les acides aminés, les peptides ou certains
alcaloides. Les molécules migrent a travers un gel ou une matrice sous I’effet du champ
¢lectrique, et elles se séparent en fonction de leur charge. Cette méthode est souvent combinée
avec des techniques de détection telles que la spectrophotométrie ou la spectrométrie de masse

(Wright et al., 1989 ; Suffys, 2023).
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1.4.5.3.7. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) est une
méthode analytique puissante utilisée pour séparer et analyser les métabolites dans des
¢chantillons complexes. Elle repose sur deux étapes clés : la chromatographie liquide (LC) qui
sépare les composés en fonction de leurs interactions avec la phase stationnaire et mobile, et la
spectrométrie de masse (MS) qui détecte et caractérise les ions générés a partir des métabolites.
Cette technique est particulierement utile pour ’analyse des métabolites biologiques, la
pharmacocinétique, la métabolomique et la recherche de biomarqueurs, offrant une grande
sensibilité, précision et capacité a analyser des échantillons complexes (Cheze, 2005 ; Mory,

2020).

1.4.5.4. Méthodes de détermination de la structure des métabolites

Les méthodes d’identification des métabolites incluent plusieurs techniques analytiques
qui permettent de déterminer la structure chimique ou I’identité exacte des composés.
La spectrométrie de masse (MS) est 1’une des méthodes les plus utilisées, fournissant des
informations sur la masse moléculaire et la structure des métabolites (Cheze, 2005 ; Mory,
2020). La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet également de déterminer la structure
détaillée des molécules en analysant les interactions des noyaux atomiques (Da Silva, 2004).
D’autres techniques telles que la spectroscopie UV-Visible et la spectroscopie infrarouge
(IR) aident a identifier des groupes fonctionnels présents dans les métabolites (Carpentier,
2016). Pour une identification plus précise aprés une séparation chromatographique, des
approches comme la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) ou la chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de
masse (HPLC-MS) sont couramment employées, combinant la séparation des métabolites avec
I’analyse de leur structure par spectrométrie de masse. Ces méthodes offrent une identification
complete et précise des métabolites dans des échantillons complexes (Carpentier, 2016 ; Mory,

2020).
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1.5. Lutte biologique en agriculture

1.5.1. Définition

Dans le domaine de I’agronomie, la lutte biologique désigne 1’utilisation d’organismes
vivants pour contrdler la prolifération et/ou les effets nuisibles des ennemis des cultures, tels
que les rongeurs, insectes, acariens, nématodes, agents phytopathogénes et mauvaises herbes
(Hamlaoui & Benamer, 2018). Cette approche repose sur les interactions naturelles entre
individus ou espéces, que I’homme exploite de diverses maniéres. L’organisme vivant employ¢

comme agent de lutte est considéré comme un « auxiliaire » pour I’homme (Orlici & Benkara,

2018).

Lorsque ’agent antagoniste du ravageur est un animal ou un insecte, on parle de lutte
biologique au sens strict ou de lutte par entomophage. Les prédateurs, qui tuent et consomment
plusieurs proies durant leur développement, se distinguent des parasitoides, des parasites qui
vivent aux dépens d’un seul hote, lequel meurt apres le développement du parasitoide. Il existe
des parasites des ceufs, des larves et des nymphes. Leurs biologies sont extrémement variées, et
les relations hote-parasite sont trés complexes, impliquant des échanges hormonaux et des

messages chimiques interspécifiques par des kairoinones (Benmehidi & Boukaabache, 2018).

Lorsque I’organisme antagoniste est un microorganisme, on parle de lutte microbiologique.
L’agent antagoniste peut €tre un champignon, une bactérie, un virus, un protozoaire ou une
rickettsie. En général, il infecte 1’hdte par ingestion et possede une forme de résistance lui
permettant de persister dans le milieu (sol, feuillage, liticre). L agent antagoniste se multiplie
dans 1’hdte, provoquant sa mort par destruction des tissus, septicémie, ou parfois par émission
de substances toxiques (cas des bactéries et champignons). Les cadavres de 1’hote liberent les

agents antagonistes dans I’environnement (Abhilasha et al., 2008).

Lorsque I’organisme antagoniste, une fois introduit par I’homme, peut se développer et se
maintenir aux dépens de I’insecte cible ou du pathogéne sans nécessiter d’interventions
répétées, on parle de lutte biologique par acclimatation. Cela se produit lorsque 1’on utilise un
entomophage ou un agent antagoniste exotique contre un ravageur introduit ou naturellement
arrivé d’une autre région. Si 1’acclimatation est réussie et ’efficacité suffisante, la lutte
biologique devient autonome. L’auxiliaire devient ainsi un agent permanent et efficace (pendant
de nombreuses années) pour la répression du ravageur, et I’effort initial est largement valorisé

(Williams & Avakian, 2015).
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Dans le cadre de la lutte biologique inondative, I’organisme antagoniste doit étre libéré ou
inoculé en grande quantité chaque fois que la population du ravageur devient trop élevée. Cela
nécessite une maitrise des techniques de multiplication de I’entomophage (en insectarium) ou
des germes antagonistes, ainsi que du conditionnement, du stockage et de 1’épandage de ces
agents. La qualit¢ du produit doit étre maintenue constante. Ces auxiliaires, utilisés pour des
applications répétées en agriculture, font 1’objet de controles stricts pour garantir leur innocuité
pour les étres vivants non cibles. Leur gamme d’hotes et leurs éventuelles propriétés toxiques
ou allergénes sont évaluées. Par sélection et génie génétique, des efforts sont faits pour
améliorer ces auxiliaires, en leur conférant par exemple une meilleure résistance aux climats

extrémes, aux insecticides ou aux fongicides (Yang et al., 2015).

La lutte autocide, ou lutte par males stériles, est une méthode proche de la lutte biologique.
Elle consiste a introduire en grand nombre dans une population naturelle des males stériles (de
la méme espéce) rendus incapables de se reproduire par irradiation, mais conservant leur
comportement sexuel. Une fois relachés, ces males stériles entrent en compétition avec les
males sauvages. Aprés quelques générations, la population cible est €liminée, grace a

I’introduction continue de males stériles (Tang et al., 2013).

1.5.2. Historique de la lutte biologique

La lutte biologique a traversé plusieurs phases. Elle a commencé avec la domestication du
chat, utilis¢€ pour combattre les rongeurs déprédateurs des denrées stockées, et s'est
progressivement étendue avec ’utilisation d’insectes auxiliaires, comme les coccinelles contre

les pucerons (Yang et al., 2015).

Au XIXe siecle, des animaux comme le porc et les volailles ont été utilisés pour controler
les ravageurs des foréts et des champs (Tang et al., 2013). Une grande avancée a été réalisée
par I’entomologiste Riley en 1868, qui a réussi a réduire les populations de cochenilles nuisibles
dans les vergers californiens en introduisant des entomophages, notamment la coccinelle
Rodolia cardinalis (Williams & Avakian, 2015). Cependant, la généralisation de la lutte
biologique a été freinée par un manque de fondements théoriques et de communication entre
I’entomologie appliquée et 1’écologie fondamentale, encore en développement a 1’époque
(Williams & Avakian, 2015). Dans les années 1950, Knipling a réalisé la premiere application
de la lutte autocide contre un diptére nuisible au bétail, Cochlyomyia hominivorax.
Parallélement, une lutte biologique a été lancée contre le Bombyx disparate, mais les résultats

ont été provisoires et la méthode a rencontré des difficultés d’application (Dudek et al., 2016).
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L’apparition des insecticides de synthése pendant la seconde guerre mondiale a marqué une
nouvelle phase. Ces produits, efficaces et faciles a utiliser, ont d’abord été appliqués contre les
parasites humains, puis contre les ravageurs agricoles. Cependant, les effets secondaires de ces
insecticides, tels que la résistance des ravageurs et I’émergence de nouveaux déprédateurs, ont
ravivé I’intérét pour la lutte biologique (Abhilasha et al., 2008). La lutte biologique est ainsi

devenue un élément clé de la lutte intégrée contre les ravageurs (Weber & Jakobs, 2005).

Dans les années 1970, la lutte biologique s’est développée avec 1’utilisation de
microorganismes tels que des bactéries, des champignons et des virus pour controler les
maladies des plantes. Ces microorganismes ont offert des alternatives écologiques aux
traitements chimiques, ciblant spécifiquement les pathogénes des plantes. Par exemple,
Pseudomonas fluorescens et Bacillus subtilis ont été utilisées pour lutter contre des maladies
bactériennes sur les tomates en France, ainsi que contre des maladies fongiques sur la vigne.
Des champignons comme 7richoderma harzianum ont été également employés pour controler
des infections fongiques sur les cultures de blé aux Etats-Unis (Yang et al., 2015). Cette période
a été marquée par la mise en place d’une recherche structurée, notamment a 1’Institut de la
Recherche Agronomique (IRA) en France, et des collaborations internationales ont permis de
développer des solutions plus durables et spécifiques, réduisant ainsi la dépendance aux

produits chimiques (Dudek et al., 2016).

1.5.3. Intérét de la lutte biologique

La lutte biologique offre plusieurs avantages clés, notamment son innocuité, sa spécificité,
et son acceptabilité sociale potentielle, ce qui la rend particuliérement attractive pour les
agriculteurs et les consommateurs préoccupés par I’environnement (Noemie, 2010).
Contrairement aux méthodes chimiques, elle empéche le développement de résistances chez les
ravageurs, ce qui garantit une efficacité a long terme. De plus, elle s’adapte facilement a
diverses cultures et peut méme ajouter de la valeur aux produits cultivés, offrant ainsi un
bénéfice économique supplémentaire (Meraj & Nandkar, 2012). En plus de ces atouts, la lutte
biologique joue un rdle essentiel dans la restauration de la biodiversité au sein des écosystéemes
agricoles, contribuant a maintenir un équilibre naturel tout en contrdlant efficacement les
maladies phytopathogenes (Hamel, 2016). Elle peut ainsi étre utilisée en remplacement d’autres
méthodes de lutte, notamment celles fondées sur 1’utilisation de produits chimiques, qui
représentent un danger pour 1’environnement et la santé humaine (Noemie, 2010). En effet, la
capacité des agents biologiques a utiliser plusieurs modes d’action et leur adaptabilit¢ a la

rhizosphere rendent la lutte biologique non seulement plus durable mais aussi plus respectueuse
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de I’environnement par rapport aux traitements chimiques, dont 1’efficacité peut diminuer avec
le temps et qui entralnent des conséquences négatives sur I’écosysteéme (Benmehidi &

Boukaabache, 2018).

1.5.4. Agents fongiques de lutte biologique

Les agents fongiques jouent un role essentiel dans la lutte biologique contre les pathogeénes
des végétaux. Grace a leurs capacités a inhiber la croissance des champignons nuisibles et a
renforcer la résistance des plantes, ces organismes sont devenus des outils incontournables dans
la gestion des maladies des plantes de maniére écologique et durable (Bezzaz, 2013). Parmi les
agents fongiques les plus utilisés, les genres Trichoderma, Penicillium et Talaromyces se
distinguent par leur efficacité a contrdler une large gamme de pathogénes. Trichoderma, par
exemple, utilise la compétition, la production de métabolites antifongiques et la stimulation des
défenses des plantes pour protéger les cultures. Penicillium, quant a lui, produit des composés
bioactifs qui inhibent la croissance des champignons pathogenes tout en contribuant a la santé
du sol. Enfin, bien que moins étudié, le genre Talaromyces montre un potentiel prometteur
grace a ses propriétés antimicrobiennes et sa capacité a s’adapter a divers environnements

(Benmehidl & Boukaabache ; 2018 ; Afaf, 2020).

1.5.5. Mécanismes d’action d’un agent de lutte biologique

1.5.5.1. Antibiose

L’excrétion des antibiotiques par les microorganismes est un phénomene habituel.
L’antibiose est le mode d’action le plus étudié chez les agents de lutte biologique. Elle consiste
en la production par I’agent antagoniste d’antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogene. Il
existe certains métabolites capables d'inhiber la croissance des agents phytopathogenes. En

revanche, d'autres sont responsables de la perturbation de la perméabilité cellulaire des parasites

(Nasraoui, 2008 ; Nasraoui, 2015).

1.5.5.2. Compétition

La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit 1’élément
nutritif, ’espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour la
croissance (Bettou & Righi, 2018). Pour étre un compétiteur efficace, un agent antagoniste doit
étre capable d’utiliser rapidement et efficacement les €léments nutritifs présents en faible

concentration sur les organes de la plante (Orlici & Benkara, 2018).

48



Généralités

1.5.5.3. Parasitisme
Ce mécanisme consiste a une interaction directe entre deux microorganismes ou les
cellules vivantes de 1’un constituent une base nutritive pour 1’autre. Il implique I’invasion des

cellules de 1’agent pathogeéne par le microorganisme antagoniste (Nasraoui, 2008).

1.6. Zone d’étude

La présente étude a été réalisée dans la région du Haut-Sassandra (Figure 15a) de
coordonnés géographiques 7°00°00°” Nord et 6°30°00°° Ouest et dans le département de
Bonoua (15b) de coordonnées géographiques 5°16°17°” Nord et 3°35°40°” Ouest.

Les échantillons de sols rhizosphériques ont été collectés dans la région du Haut-Sassandra,
une zone de forte production du plantain, située au Centre-Ouest de la Cdte d’Ivoire
précisément dans les départements de Daloa, de Vavoua, de Zoukougbeu et d’Issia. La
population de la région du Haut-Sassandra est estimée a 1739697 habitants selon le RGPH
(2021). Elle représente 5,5 % du territoire national avec une superficie de 17761 Km?. Daloa,
le chef-licu se situe a 141 Km de la capitale politique (Yamoussoukro) et a 383 Km de la
capitale économique (Abidjan) (Fulgence & Evariste, 2023). Le sol y est de type ferralitique.
La région est couverte par un climat de type tropical a quatre saisons : la grande saison des
pluies d’avril a mi-juillet, marquée par des orages, la petite saison séche de mi-juillet & mi-
septembre, la petite saison des pluies de mi-septembre a novembre et la grande saison seche de

décembre a mars (Adjiri ef al., 2019).

Les échantillons de feuilles nécrosées de plantain qui ont servi a la recherche et a I’isolement
de Mycosphaerella fijiensis ont été recueillis dans un champ de banane plantain au Sud-Est de
la Cote d’Ivoire, dans la localité de Bonoua ou la cercosporiose est endémique (Kassi et al.,
2014). La population de la ville de Bonoua est estimée a 118388 habitants selon le RGPH (2021)
(Memel, 2023). Elle s’étend sur une superficie de 43 km? et est située a environ 60 km a I’Est
d’Abidjan. Le sol y est de type ferrallitique et hydromorphes. La ville de Bonoua est couverte
par un climat tropical humide a quatre saisons. Il s’agit de la grande saison des pluies qui couvre
le mois d’avril a mi-juillet, marquée par des orages. La petite saison seche commence de mi-
juillet et fini & mi-septembre. La petite saison des pluies débute en mi-septembre et se termine

en novembre et la grande saison séche de décembre a mars (Ouattara, 2015).
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Figure 15 : Cartographie de la zone d’étude (Centre-Ouest (a) et Sud-Est (b), Cote d’Ivoire)
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Matériel et méthodes

2.1. Matériel

2.1.1. Substrats d’étude
Les substrats utilisés dans les expérimentations étaient constitués d’échantillons de sol

rhizosphérique et de feuilles nécrosées de bananiers plantains, respectivement pour la recherche

de champignons rhizosphériques et 1I’isolement des souches de Mycosphaerella fijiensis (Figure

16).

Figure 16 : Substrats d’étude

a : Echantillons de sol rhizosphérique ; b : Feuilles nécrosées de plantain

2.1.2. Matériel technique
Le matériel technique utilisé au cours de cette étude était constitué de matériel de terrain,
d’équipements techniques de laboratoire, de produits chimiques et consommables de

laboratoire (Annexe II).

2.1.2.1. Matériel de terrain

Il a été composé d’un métre ruban, d’une daba, d’un sécateur, d’'une machette, d’un
récepteur GPS, d’un cutter, de sachets stomacher et d’une fiche d’enquéte. Le récepteur GPS
de type GARMIN a permis d’enregistrer les coordonnées géographiques des sites
d’échantillonnage. Le sécateur, la daba, la machette et le cutter ont servi au nettoyage des herbes
et au prélevement des échantillons de sol et des feuilles nécrosées. Le metre ruban a été utilisé
pour réaliser les cercles lors de I’échantillonnage. La fiche d’enquéte a permis d’interroger les
paysans. Les sachets stomacher ont été utilisés pour le conditionnement des échantillons de sol

et de feuilles nécrosées.
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2.1.2.2. Matériel technique et consommables de laboratoire
L’analyse granulométrique des sols a nécessité plusieurs équipements notamment un
tamis a mailles de 2 mm, un cylindre de sédimentation gradué¢, un dispersant (sodium

hexamétaphosphate), une balance de précision, une pipette de laboratoire et un chronometre.

Le tamis a permis de séparer le sable grossier du sol en retenant les particules de plus de 2 mm.
Le cylindre de sédimentation a servi a analyser les particules fines (sable fin, limon et argile)
en les séparant par taille et densité. Le dispersant a permis d’éviter 1’agglomération des
particules fines et assurer leur dispersion homogeéne. La balance de précision a été utilisée pour
peser les fractions récupérées apres tamisage et sédimentation. La pipette a permis de prélever
des échantillons a différents moments de la sédimentation. Enfin, le chronométre a servi dans

la mesure du temps de sédimentation.

Les analyses microbiologiques ont ¢été¢ réalisées grace au matériel classique de
laboratoire de microbiologie composé¢ de boites de Petri, de bocaux, un microscope, un
autoclave, une étuve, un bec Bunsen, un bain-marie et une balance a précision. Les boites de
Petri et les bocaux ont servi respectivement a la cuture des microorganismes et a la préparation
des milieux de culture. Le microscope a permis I’observation des champignons isolés sur le
milieu de culture. La stérilisation des milieux de culture et des instruments a été réalisée a 1’aide
de I'autoclave. L’étuve et la balance de précision (Denver instrument Germany) ont servi
respectivement a 1’incubation des cultures fongiques a des températures adéquates et a la
réalisation des différentes pesées. Le bain marie a permis la régénération et la dissolution des
milieux de culture. Le bec Bunsen a été utilisé pour créer une atmosphere stérile et stériliser les
instruments.

Les analyses de biologie moléculaire ont été réalisées grace a plusieurs équipements
spécialisés, tels qu’une balance électronique de marque ADAM®, de tubes Eppendorf, un
homogénéisateur, de micropipettes, une centrifugeuse, un spectrophotometre UV-visible, de
plaques de 21 puits, un mini thermocycleur du type minipcr™, une cuve d’électrophorése, un
transilluminateur UV et une caméra numérique CCD noir et blanc équipée du systeme Smart
version 7.3. La balance électronique a permis de peser avec précision les réactifs et échantillons.
Les tubes Eppendorf ont servi a contenir les échantillons pendant les étapes de préparation et
les réactions. L’homogénéisateur a été utilisé pour homogénéiser les échantillons biologiques,
facilitant la libération de I’ADN. Les micropipettes ont permis de prélever avec précision de
petites quantités de réactifs ou d’échantillons. La centrifugeuse a servi a s€parer les composants

cellulaires et isoler I’ADN en fonction de la densité des différentes fractions.
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Le spectrophotométre UV-visible a été utilisé pour mesurer 1’absorbance des échantillons,
permettant ainsi une quantification précise de I’ADN extrait. Les plaques de 21 puits ont servi
a préparer les réactions de PCR. L’amplification de I’ADN cible a été réalisée a I’aide du mini
thermocycleur, qui a permis de réaliser les cycles thermiques nécessaires a la PCR.
L’¢lectrophorese a été réalisée dans une cuve d’électrophorése, permettant de séparer les
molécules d’ADN en fonction de leur taille et de leur charge électrique. Les résultats ont été
visualisés sous lumi¢re UV grace au transilluminateur UV, permettant d’observer les bandes
d’ADN. Enfin, les images des gels ont été capturées a I’aide de la caméra numérique CCD noir

et blanc équipée du systéme Smart version 7.3.

Les analyses des métabolites ont nécessité 1’utilisation de plusieurs matériels
spécifiques, tels que les ciseaux, les erlenmeyers, 1’agitateur mécanique, le papier Whatman,
I’évaporateur rotatif (rotavapor), les tubes a essai, les pipettes en verre et ’ETD MAXIS IIO.
Les ciseaux ont été utilisés pour découper les cultures fongiques dans les boites de Petri avant
leur transfert dans les bocaux. Les erlenmeyers ont permis de contenir les échantillons et les
solvants durant I’extraction. L’agitateur mécanique a assuré un mélange homogéne des
¢chantillons et des solvants. Le papier Whatman a été utilisé pour filtrer les extraits afin
d’éliminer les impuretés. L’évaporateur rotatif (rotavapor) a servi a éliminer les solvants par
€vaporation, concentrant ainsi les extraits. Les tubes a essai et les pipettes ont été utilisés pour
prélever les extraits concentrés en vue de leur analyse. Enfin, ’ETD MAXIS I1©, grace a la

technologie LC-MS, a été employ¢ pour analyser les métabolites extraits.

2.1.2.3. Produits chimiques et milieux de culture

Les milieux de cultures utilisées pour les analyses microbiologiques sont le Sabouraud
au Chloramphénicol, le Potato Dextrose Agar (PDA), le riz et le Czapeck-Dox Modified Agar.
Le milieu de culture Sabouraud au Chloramphénicol a été utilis€é pour 1’isolement des
champignons (Cantu et al., 2009). Les milieux PDA et riz ont servi a la production des
métabolites secondaires des champignons (Try, 2018) et le milieu Czapeck a permis la
conservation des isolats fongiques (Botton et al., 1990). Pour les analyses moléculaires, les
réactifs CTAB, ARNase A, le master mix, les amorces ITS 1 et ITS 4 et 1a solution de protéinase
K ont servi a I’extraction de I’ADN et a la lyse des protéines de I’ARN et de la paroi cellulaire
(Huang et al., 2018). Les amorces spécifiques MF137 et R635 ont permis I’identification de
Mycosphaerella fijiensis (Johanson, 1995). L’acétate d’éthyle et le cyclohexane ont été

employés comme solvants pour I’extraction des métabolites secondaires.
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Enfin, le DMSO (diméthylsulfoxyde) a été utilisé pour dissoudre les métabolites secondaires

afin de réaliser les tests biologiques (Maachi et al., 2024).

2.2. Méthodes

2.2.1. Prospection de la zone d’étude

La collecte de données s’est déroulée dans quatre départements que sont Daloa, Vavoua,
Issia et Zoukougbeu, dans la région du Haut-Sassandra. Elle a débuté par une mission
exploratoire qui a été effectuée de mai a juillet 2022. Cette mission a permis de recenser les

bananeraies de plus d’un hectare.

2.2.2. Réalisation de ’enquéte

Une enquéte a été effectuée pendant le mois de juillet 2022 dans toutes les bananeraies
identifiées. Elle avait pour objectif d’identifier les pratiques culturales du plantain observées
dans la zone agroécologique du Haut-Sassandra. Des interviews et des observations directes
dans les bananeraies ont ét¢ menées. Chaque chef d’exploitation de bananeraie a été soumis a
un questionnaire portant de mani¢re générale sur l’identification des exploitations, les
différentes variétés de bananiers cultivées et le systéme cultural. La fiche d’enquéte est
présentée en Annexe I. Les observations directes ont porté sur 1’état des bananeraies et les

associations culturales.

2.2.3. Echantillonnage de sol rhizosphérique de bananiers

L’échantillonnage de sol rhizosphérique s’est déroulé pendant le mois d’aotit 2022 en fin
de saison pluvieuse au sein de seize (16) bananeraies couvertes par I’enquéte (Figure 15a). Cette
activité a été effectuée une semaine apres la phase d’enquéte selon la méthode des sondages par
points et par placettes. En effet, quatre (04) bananeraies de plus d’un hectare ont été
sélectionnées par département, dont deux en monocultures et deux en associations culturales.
Chacune de ces bananeraies €taient distantes d'au moins 5 km les unes des autres. Trois (03)
placettes, distantes d’au moins 50 m, représentées chacune par deux (02) cercles concentriques
décroissants de diamétre 6 m et 3 m ont été définies par bananeraie (Figure 17). Les
prélévements, constituants les échantillons de sol rhizosphérique ont été effectués dans un rayon
de 0,5 m autour du pied de chaque bananier (Vincent, 2007). La surface du sol a été débarrassée
de débris végétaux et animaux a 1’aide d’une houe et a une profondeur de 15 a 20 cm, 50 g de
sol adhérant aux racines des pieds de plantain ont été prélevés avec une tariere (El-Mrabet et

al.,2017). Pour chaque placette, neuf bananiers ont été choisis, dont trois (03) dans le cercle de
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3 m et six (06) dans le cercle de 6 m, pour le prélevement des échantillons ¢lémentaires. Un
échantillon composite par placette a ensuite été réalisé par mélange et homogénéisation de
I’ensemble des prélévements d’une placette donnée. Ainsi, au total, 48 échantillons de sol
rhizosphérique, chacun pesant environ 450 g, ont été prélevés, conditionnés en sachets stériles

et acheminés au laboratoire pour les analyses ultérieures.

Pour les analyses physico-chimiques, un (01) échantillon composite d’environ 100 g a été
réalisés par bananeraie apres séchage, car dans une bananeraie donnée les propriétés physico-
chimiques varient trés peu. Au total 16 échantillons composites ont été prélevés et analysés au
Laboratoire de Pédologie de I’Institut National Polytechnique Félix Houphouét-Boigny
(INPHB).

Bananeraie Bananier Placette

Figure 17 : Représentation schématique des placettes dans une bananeraie

2.2.4. Détermination des propriétés chimiques et physiques des sols des bananeraies
2.2.4.1. Analyse de la qualité chimique des sols
Les paramétres chimiques, notamment le pH et le taux de mati¢re organique (MO) ont

été déterminés. Sur le plan agronomique, ces parametres servent d’indicateurs de la qualité du

sol (Bi-Voko, 2013).
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2.2.4.1.1. Détermination du pH

Le pHeau du sol a été déterminé par électrométrie a I’aide d'un pH-métre, sur une
suspension de 20 g de sol dans 50 mL d’eau distillée. Ce rapport sol/eau de 1/2,5 a été choisi,
conformément a la norme AFNOR (2005). Le principe de la méthode ¢€lectrométrique repose
sur la mesure de la différence de potentiel €lectrique (tension) générée par les ions hydrogene
(H") présents dans une solution. Cette tension est directement proportionnelle a la concentration
de ces ions, et un pH-meétre mesure cette différence entre deux électrodes (une électrode de
verre sensible aux ions H' et une électrode de référence a potentiel stable) pour afficher la valeur
du pH. La plage de solubilité optimale se situe entre 5,5 et 6,5 (Pansu & Gautheyrou, 2006).
Selon les normes d’interprétation du pH établies par I’'INRA, les classifications des sols sont
les suivantes : sols hyper-acides (pH < 3,5), sols trés acides (3,5 < pH < 5,0), sols acides (5,0 <
pH <6,5), sols neutres (6,5 < pH < 7,5), sols basiques (7,5 < pH < 8,7) et sols trés basiques (pH
> 8,7) (Baize, 2018).

2.2.4.1.2. Détermination de la teneur en matiére organique

Les analyses de la matiére organique ont porté sur le carbone organique total et 1’azote total.
Le carbone organique total a été mesuré par voie humide a une température de 120 °C, selon la
méthode de Walkley & Black (1934). Pour cette analyse, un échantillon de sol d'environ 10 g
a ¢té utilisé. Le carbone organique total a été¢ oxydé a l'aide d'une solution de dichromate de
potassium (K:Cr207) a 0,1 N, en présence d'environ 50 mL d'acide sulfurique concentré
(H2S04). Au cours du processus d'oxydation, la couleur du dichromate de potassium évolue du
vert au jaune, indiquant ainsi la quantité de produits de réduction formés. Apres 1'oxydation, la
quantité de dichromate de potassium non consommé a €té titrée avec 50 mL d'une solution de
sulfate ferreux (FeSOa) pour déterminer la quantité restante de dichromate. Le taux du carbone
organique total a été ensuite calculé en soustrayant la quantit¢ de dichromate de potassium

restant apres titration de la quantité initialement ajoutée.

Le taux de matiere organique (MO) a été calculé conformément a une convention

internationale, avec la formule ci-dessous :

MO (%) = %carbone organique x 1,724 Q)

Les normes d’interprétation pour la matieére organique sont présentées dans le Tableau III.
L’azote total a été déterminé par la méthode Kjeldahl (1986), qui implique 1’attaque a chaud de
la matiere organique par de 1’acide sulfurique (H2SO4) concentré, en présence de catalyseurs
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(K2S0s4, CuSOs, sélénium). La solution obtenue est ensuite distillée avec un exces de soude et
titrée avec de I’H2SOa4 (1 N). Les normes d’interprétation pour 1’azote sont les suivantes : sols
trés pauvres (taux d’azote < 0,05 %), sols pauvres (0,05 % < taux d’azote < 0,1 %), sols
moyennement riche (0,1 % < taux d’azote < 0,15 %), sols riches (0,15 % < taux d’azote < 0,25
%) et sols tres riches (taux d’azote > 0,25 %) (Calvet & Villemin, 1986). Le rapport C/N, déduit
des valeurs de carbone et d’azote totaux, offre des indications précieuses sur 1’évolution de la
maticre organique, I’activité biologique du sol et la conduite de la fumure azotée. Un rapport
C/N inférieur a 8 est considéré comme faible (disponibilité rapide de 1’azote), un rapport
compris entre 8 et 12 comme normal (disponibilité lente et progressive de I’azote) et un rapport
supérieur a 12 comme ¢€levé (disponibilité trés lente de I’azote) (Gagnard et al., 1988 ; Pansu &
Gautheyrou, 2006). Plus le rapport C/N est élevé (> 12), plus I’activité biologique est réduite et
la minéralisation est entravée, ce qui indique des conditions anaérobies, une acidité excessive
ou une mauvaise qualité des résidus. Toutefois, un rapport C/N ¢élevé est bénéfique a long terme
pour créer un humus trés stable et améliorer la structure du sol (Calvet & Villemin, 1986). Les

normes d’interprétation pour le rapport C/N sont résumés dans le Tableau IV.

Tableau III : Normes d’interprétation de la maticre organique (Gagnard ef al., 1988)

Taux de matiere organique (%) Interprétation
<1 Sol tres pauvre
la2 Sol pauvre
2a4 Sol moyennement riche
>4 Sol riche

Tableau IV : Normes d’interprétation du rapport C/N (Gagnard et al., 1988)

<6 6ag 8al2 12a14 14 et plus

Trés faible Faible Normal Elevé Tres élevé

Activité biologique réduite avec
une décomposition lente de la
matiere organique

Décomposition rapide de la Bonne décomposition de la
matiere organique matiére organique

2.2.4.2. Détermination de la texture des sols
Afin de déterminer la texture des différents sols, la granulométrie a été établie par la
méthode [Pipette Robinson] (Dodds & Baluais, 1993). L’analyse granulométrique a pour

objectif de classer les particules minérales du sol par catégorie de diametre. Pour cette analyse,
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environ 50 g de sol ont été prélevés et mélangés avec 1 litre d'eau distillée additionnée de 5 g
d'hexamétaphosphate de sodium. La suspension a été ensuite versée dans un cylindre gradu¢ de
1 litre et agitée vigoureusement pour assurer une homogénéité parfaite. Aprés agitation, la
suspension a été laissée a sédimenter, et des prélévements de 10 mL ont été effectués a des
intervalles de temps précis a I'aide d'une pipette Robinson. Les échantillons prélevés ont été
séchés a 105 °C jusqu'a atteindre une masse constante, puis pes€s avec une balance de précision
afin de déterminer la proportion des classes de particules selon la norme frangaise NF X31 107
(Baize, 2018). Les textures ont ¢té établies a 1'aide du triangle textural USDA (Soil Survey
Staff, 1998) (Figure 18).
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Figure 18 : Triangle des textures (Soil Survey Staff, 1998)

2.2.5. Evaluation de la diversité fongique de la rhizosphére des bananiers
2.2.5.1. Isolement des champignons

Larecherche de la diversité fongique du sol des bananeraies a été réalisée sur le milieu
de culture Sabouraud au Chloramphénicol. Le milieu de culture Sabouraud au

Chloramphénicol, utilisé dans le cadre de cette étude, a été préparé selon les prescriptions du
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fabriquant (Scharlau). Une quantité¢ de 65 g du milieu a été dissoute dans 1 L d’eau distillée
stérilisée. Le mélange a été chauffé jusqu’a dissolution compléte puis autoclavé a 121°C

pendant 15 min.

L’ensemencement a été réalisé selon la technique des grains de terre ou technique des
Soils plates de Warcup (1950). Cette technique consiste a incorporer directement le sol,
préalablement séché et homogénéisé, dans un milieu de culture maintenu en surfusion. Une
quantité de 5 a 10 mg de chaque échantillon de sol prélevé par bananeraie a été pesée a 1’aide
d’une balance de précision (Sartorius CP 225D, AG Allemagne) puis déposée dans une boite
de Petri. Environ 20 mL du milieu Sabouraud au chloramphénicol, préalablement préparé et
maintenu en surfusion a 45 a 50 °C, y ont été ajoutés. Le sol pesé, a été¢ immédiatement dispersé
dans le milieu de culture en agitant doucement la boite de Petri. Aprés solidification,
I’incubation a eu lieu a 30 °C pendant 3 a 7 jours. Trois essais ont été réalisés par échantillon

de sol.

2.2.5.2. Repiquage des isolats

Pour obtenir des isolats purs, des observations macroscopiques ont été effectuées. Les
isolats morphologiquement différents observés sur les boites de Petri ont été prélevés et cultivés
individuellement sur le milieu Sabouraud au Chloramphénicol. Les boites ont été incubées dans

les mémes conditions qu’a I’isolement (30 °C pendant 3 & 7 jours) (Verscheure ef al., 2002).

2.2.5.3. Identification phénotypique des isolats de champignons

Les isolats purifiés ont été identifiées sur la base de leurs caractéres macroscopiques et
microscopiques. L’identification macroscopique est basée sur la forme, le relief, la couleur, les
caractéristiques de la surface, la pigmentation et le délai de culture des colonies. L. identification
microscopique a été réalisée selon la méthode de scotch au grossissement x40. Une goutte de
diluant (bleu trypan) a été déposée a I’aide d’une micropipette sur une lame porte-objet. Ensuite,
un petit morceau de scotch a été appliqué par la face collante sur la colonie fongique a 1’aide
d’une pince, puis déposé sur la méme lame (Chabasse et al., 2002). Cette identification est
basée sur le cloisonnement des hyphes, la présence de clamydospores, la forme et la taille des

conidies et des phialides (Verscheure ef al., 2002).

2.2.5.4. Conservation des isolats purifiés
Les isolats purifiés ont été stockés sur la gélose Czapeck coulée en pente. Ensuite, ces
isolats ont été conservés au congélateur a -20 °C afin de garder leur viabilité et de limiter les

possibilités de variation jusqu’a leur utilisation (Botton et al., 1990).
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2.2.5.5. Charge fongique des sols rhizosphériques
La charge microbienne des échantillons de sol a été calculée selon 1’équation de

Chabasse et al. (2002) :

YCi
N(UFClg) = 3)
0,01N°

-N (UFC/g) : Nombre de germes par gramme de sol ;
-N’ : Nombre de boites retenues pour le dénombrement ;
-Y'Ci : Somme des colonies comptées sur toutes les boites de Petri retenues ;

-0,01 : Masse de sol (g) retenue pour chaque boite de Petri.

2.2.5.6. Diversité des genres fongiques des bananeraies
La diversité fongique des bananeraies a été déterminée a partir des indices de Shannon

(H’) et d’équitabilité de Pi¢lou (E) selon les formules suivantes :

S
H' (bits) = = > pixIn @) | (4) avec:
i=1

- pi : proportion d’un genre donné (pi = ni/N) ;
- ni : nombre d’individus dénombrés pour un genre donné ;
- N : nombre total d’individus dénombrés, tout genre confondu ;

- S : nombre total de genres présents.

H,
E=dmax | &) avec:

Hmax = In(S) (entropie maximale possible des genres fongiques).

2.2.5.7. Fréquence d’isolement des champignons
Les fréquences d’isolement des champignons ont été déterminées selon la formule de

Walder (1996) indiquée ci-dessous :

FI (%) =(NL/NTD x 100 | (6) vec-

-F1: Fréquence d’Isolement en pourcentage ;
-NI : Nombre d’Isolement d’un genre fongique dans tous les échantillons ;

-NTI : Nombre Total d’Isolement de tous les genres fongiques.
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2.2.6. Identification moléculaire des potentiels antagonistes et pathogénes du bananier

2.2.6.1. Extraction d’ADN génomique

L’extraction d’ADN des moisissures a été réalisée par la méthode utilisant le CTAB
(Huang et al., 2018). Elle a débuté par une récupération du mycélium de cultures fongiques
agées de 3 jours. Le mycélium de chacun des isolats a été écrasé dans un mortier stérile en
ajoutant de I’eau distillée stérile. Puis un volume de 1,5 mL de chaque solution a été récupéré
dans des tubes Eppendorf. Les tubes Eppendorf contenant la solution mycélienne de chacun des
isolats ont été soumis a une centrifugation a 10000 tours pendant 5 min pour sédimenter les
cellules. Puis, les surnageants ont été éliminés. Un volume de 1,5 mL du tampon de lyse
(CTABI) a été ajouté et homogénéisé a I’aide d’un vortex et incubé a la température de 60 °C
pendant 30 min. Ensuite, les enzymes ARNase et protéinase K ont été ajouté aux suspensions
obtenues. Apres ajout de ces enzymes, les tubes ont été homogénéisés et incubés a nouveau a
la température de 60 °C pendant 30 min. A la fin de cette incubation, les tubes ont été
centrifugés a 15000 tours pendant 10 min. Un volume de 900 pL de chacun des surnageants a
¢été transféré dans des nouveaux tubes contenant 900 puL de chloroforme et I’ensemble a été
homogénéisé puis centrifugé a 15000 tours/min pendant 15 min. Ainsi, un volume de 650 pL
des surnageants obtenus aprés centrifugation a été transféré dans des nouvelles capsules puis
1300 pL du tampon CTAB2 a été ajouté. Apres une heure d’incubation, les tubes ont été
centrifugés a 15000 tours/min pendant 15 min. Le tampon CTAB3 et 700 pL du chloroforme
ont été ajoutés aux culots obtenus apres centrifugation. Les mélanges obtenus ont été
homogénéisé pendant 30 s et un volume de 600 puL des phases aqueuses ont été transféré dans
des nouveaux tubes contenant un volume de 360 puL d’isopropanol froid (-20 °C). Apres une
incubation durant 20 min, une centrifugation a 15000 tours pendant 15 min et une élimination
des surnageants, 500 pL d’éthanol a 70 % ont été ajoutés aux culots. Les tubes ont été séchés a
I’étuve pendant 30 min a 55 °C juste apres centrifugation et €limination de 1’excés d’alcool. Le
marc représentant ’ADN a été mis en suspension dans un volume de 30 puL. du tampon de

conservation (TE) puis conservé a -20 °C (Kouakou ef al., 2022).

2.2.6.2. Amplifications des régions spécifiques des génes par PCR

Les ADN des souches fongiques ont ét¢ amplifiés par PCR dans un mélange réactionnel
final de 20 puL en utilisant des amorces d’ITS1 (5>TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) et d’ITS4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (Lee et al.,1988).
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La composition du mélange réactionnel est indiquée dans le tableau V. Les différents
programmes d’amplification du gene se réferent a ceux décrits par Mullis ef al. (1986) comme

I’indique le tableau VI.

Tableau V : Mix réactionnel de la PCR

Composant Concentration Volume (puL)
Taq DNA polymérase Master mix 2X 10

Amorce forward (ITS1) 10 uM 1

Amorce reverse (ITS4) 10 uM 1

Eau ultra pure stérile 5

ADN cible 3

Total 20

Tableau VI : Programme de la réaction de polymérase en chaine (PCR)

35 cycles
Organismes | Réaction |Dénaturation : — : Elongation
PCR initiale | Dénaturation | Hybridation | Elongation final
Fongiques ITS 94°/300s 94°/35s 58°/35s 72°/60s 72°/420s

2.2.6.3. Electrophorese des genes amplifiés

Les produits obtenus aprés amplification ont ¢été soumis a une migration
¢lectrophorétique sur gel d’agarose a 2 %. Les gels d’agarose ont été préparés en utilisant 100
puL du tampon TBE (0,5X) auquel 5 pL de gel red ont été ajoutés. Les amplicons ont été
homogénéisés dans un volume de 2 pL du bleu de charge. Un volume de 3 pL. de marqueur
moléculaire d’une taille de 100 pb a été introduit dans le premier puit de chaque gel et les
produits de PCR dans les autres puits du gel a raison d’un volume 5 pL.
La migration des produits amplifiés a été effectuée sous une tension de 125 volts pendant 30
min. Apres la migration, les bandes ont été visualisées sous lumiere UV (Rorvik et al., 2003).

La taille de I’amplicon attendue était de 612 pb (Lee ef al.,1988).
2.2.6.4. Séquencage des génes et analyses des séquences

Cette étape du travail a été réalisée au Laboratoire de Chimie de I'UMR 7245
MNHN/CNRS a Paris (France). Les amplicons obtenus a 1’issue de la PCR ont été analysés a
I’aide du séquenceur capillaire ABI3730XL 96 (Thermo Fisher Scientific). Le séquencage des
amplicons a été effectu¢ en sens direct et inverse, selon la méthode de Sanger. La visualisation

et le nettoyage des chromatogrammes obtenus a partir du séquengage ont permis de générer des
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séquences consensus par assemblage directes et inverses sur le logiciel MEGA 11. Les
séquences nucléotidiques FASTA générées ont été soumises a une identification en les
comparant aux séquences de la base de données de NCBI a travers 1’outils BLAST de GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Pour mieux apprécier les zones de similarit¢ entre les

différentes especes, un alignement multiple a été effectué entre les séquences obtenues a travers
le logiciel MEGA 11 puis I’arbre phylogénétique a été construit par la méthode de parsimony

avec les paramétres par défaut.

2.2.7. Recherche de Mycosphaerella fijiensis, pathogene foliaire du plantain

2.2.7.1. Echantillonnage des feuilles

Les échantillons de feuilles nécrosées de plantain qui ont servi a la recherche et a
I’isolement de Mycosphaerella fijiensis ont été recueillis dans un champ de banane plantain
dans le département de Bonoua au Sud-Est de la Cote d’Ivoire ou la cercosporiose est
endémique (Kassi ef al., 2014). A I’aide d’un cutter stérile, 5 feuilles nécrosées de plantain avec
des symptdmes types de la cercosporiose noire ont été récoltées sur des pieds de plantain. Ces
feuilles ont été aussitot conditionnées chacune dans un sachet stomacher puis transportées au

laboratoire pour des analyses ultérieures.

2.2.7.2. Recherche de souches de Mycosphaerella fijiensis

La recherche de souches de Mycosphaerella fijiensis a été réalisée sur le milieu Potato
Dextrose Agar (PDA) par la technique de décharge des ascospores sur milieu gélosé selon les
méthodes de Carlier ef al. (2003) et celles de Onautshu, (2013). Autour d’une flamme, des
morceaux de 1 mm? de feuilles nécrosées ont été découpés avec un cutter stérile puis tremper
dans de I’eau distillée stérile pendant 20 minutes afin de les humidifier et nettoyer les deux
faces des morceaux de feuille. Ensuite, a I’aide d’une pince stérile, les morceaux de feuille ont
été posés sur des boites de Petri contenant de 1’agar a 3 % préalablement préparé. La face
inférieure de la feuille a été dirigée vers le haut, face supérieure en contact avec la gélose. Les
boites ont été incubées a 30 °C pendant 24 heures. Le repiquage des ascospores présomptifs de
Mycosphaerella fijiensis a ét¢ réalisé¢ grace a 1’observation au microscope au grossissement
x40, en récupérant soigneusement, une a une, les ascospores déchargées a 1’aide d’une aiguille
stérile. Ainsi, les ascospores déchargées sur ’agar ont été repiquées individuellement sur le
milieu PDA et réincuber a 30 °C. Quatre a huit jours apreés ensemencement, les différents isolats
fongiques issus des isolements primaires ont été repiqués séparément sur de nouveaux milieux

PDA. A I’issue de 45 jours, des souches pures et individualisées ont été obtenues.
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2.2.7.3. Identification des isolats de Mycosphaerella fijiensis

La caractérisation des isolats a été faite sur base d’observations phénotypiques et d’analyses
moléculaires. Les caractéristiques phénotypiques, a savoir la coloration, la forme, 1’aspect du
mycélium et la vitesse de croissance des souches (V = Diameétre moyen (mm)/Temps (jours))
sur milieu PDA ont été observées. L’observation microscopique a été effectuée de la méme
maniére qu’avec les champignons rhizosphériques (Carlier et al., 2003). La caractérisation
moléculaire a porté sur I’amplification par PCR des régions « Internal Transcripbed Spacers »
(ITS) avec les amorces universelles ITS1 et ITS4 d’une part et d’autre part du géne 5,8 S de
I’ ADN ribosomal avec les amorces MF137 de M. fijiensis et R635 qui a servi d’amorce inverse

(Lee et al., 1988 ; Johanson, 1995).

2.2.8. Recherche de champignons antagonistes des pathogénes du bananier

2.2.8.1. Recherche de champignons antagonistes de Fusarium falciforme, Aspergillus
Jfumigatus et Aspergillus spinosus

L’activité antifongique des champignons isolés des échantillons de sol a été évaluée in vitro
selon la méthode de Meraj & Nandkar (2012) (Figure 19). Cette méthode consiste en des
confrontations par contact direct sur milieu de culture des isolats des souches antagonistes avec
des souches d’agent pathogene. Ainsi, dans des boites de Petri de 8§ cm de diamétre contenant
environ 20 mL du milieu Sabouraud au chloramphénicol, des explants mycéliens de 6 mm de
diametre provenant de culture de champignons pathogénes et de potentiels antagonistes ont été
déposés sur un méme axe a équidistance du centre de la boite de Pétri. La distance qui sépare
les deux explants est de 5 cm. Les boites de Petri ont été incubées a 30 °C durant 7 jours. Le
témoin est constitué de la boite de Petri ensemencée avec le pathogene uniquement. A partir du
3ieme jusqu’au 7°°™ jour, la croissance radiale des souches pathogénes a été quotidiennement
mesurée. Trois répétitions ont ¢été effectuées pour chaque couple pathogéne-potentiel

antagoniste. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne a été calculé selon la

formule de Hmouni et al. (1996) ci-dessous :

I(%) = (Co-Co/C) x 100 | (7) ,ioc-

-1 (%) est le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne ;
-C, est le diametre moyen des colonies en présence de I’antagonisme ;

-Cy est le diamétre moyen des colonies témoins.

Un pourcentage d’inhibition supérieur a 45 % est significatif (Hmouni et al., 1996).
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80 mm
6 mm
Champignon Champignon
antagoniste pathogéne

50 mm

Milieu Sabouraud au Chloramphénicol ou PDA

Figure 19 : Représentation schématique de la technique de la confrontation directe (Meraj &

Nandkar, 2012)

2.2.8.2. Recherche de champignons antagonistes du pathogene spécifique Mycosphaerella
fijiensis

Des cultures de confrontations par contact direct sur milieu PDA ont été réalisées selon la
méthode décrite par Meraj & Nandkar (2012) avec quelques modifications entre une souche de
Mpycosphaerella fijiensis et des souches isolées de la rhizospheére du bananier pouvant étre des
agents de biocontrdle selon la littérature. Ces potentiels agents de biocontrole ont été mis en
culture quinze (15) jours apres la culture du pathogene a cause de la lenteur de croissance de
Mycosphaerella fijiensis. Les boites de Petri ont ét¢ incubées a 30 °C durant 45 jours. Le témoin

¢tait constitu¢ des boites de Petri ensemencées avec le pathogéne uniquement.
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A partir du 15°™ jusqu’au 45°™ jour, la croissance radiale de la souche pathogéne a été mesurée
a intervalle de 5 jours. Trois (03) répétitions ont été effectuées pour chaque couple pathogene-
antagoniste. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne a été calculé selon la

formule de Hmouni et al. (1996) ci-dessous :

I (%) = (Co-Cn/Co) X 100 | (7) avec:

-1 (%) est le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne ;
-C, est le diamétre moyen des colonies en présence de I’antagonisme ;

-Cy est le diamétre moyen des colonies témoins.

Un pourcentage d’inhibition supérieur a 45 % est significatif (Hmouni et al., 1996).

2.2.9. Mise en évidence de composés biologiquement actifs des champignons antagonistes

2.2.9.1. Recherche des composés actifs (métabolites secondaires) des champignons

antagonistes

La recherche des composés actifs des champignons a été réalisée sur le milieu PDA
selon la technique de Lopez (1998) avec quelques modifications. Des explants mycéliens
provenant de culture de champignons antagonistes agés de 7 jours ont €té repiqués sur le milieu
gélosé PDA. Les boites de Petri ont été par la suite incubées dans une étuve a 30 °C. Apres deux
semaines d’incubation, les métabolites secondaires produits par les champignons sur le milieu
PDA ont été extraits par macération dans 1’acétate d’éthyle. Pour I’extraction, les milieux
ensemenceés, découpés en fines tranches ont été introduits dans des erlenmeyers auxquels de
I’acétate d’éthyle a été€ ajouté. Les cultures ont macéré pendant 24 heures sous agitation a 1’aide
d’un barreau aimant¢ a température ambiante. Apres macération, la solution obtenue a été filtrée
sur du coton hydrophile puis 2 fois sur du papier whatman, et le filtrat a été récupéré. L’extrait
brut de métabolites a été obtenu par évaporation du solvant a I’évaporateur rotatif a 40 °C avec

une rotation de 160 tours par minute.

2.2.9.2. Détermination de la structure des métabolites

Les métabolites secondaires issus des cultures fongiques ont été analysés par
chromatographie liquide a haute performance (U-HPLC) couplée a une spectrométrie de masse
(MS) (Alex et al., 2018). Les expériences de LC/MS ont été effectuées au laboratoire de chimie
de ’'UMR 7245 MNHN/CNRS a Paris en France. Les extraits fongiques ont été dissous dans
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du méthanol, a partir duquel une concentration de 1 mg/mL a été réalisée pour chaque
¢chantillon. Ensuite, 20 puL de chaque extrait préparé ont été injectés dans le systéme de
chromatographie liquide (LC) pour séparer les métabolites. La séparation des composés a été
effectuée sur un appareil ETD MAXIS II ©, utilisant une colonne C18 (Acclaim Polar
Advantage II PA2, ThermoScientific), maintenue a 40°C. La phase mobile, constituée de
CH3CN:H20 (acidifiée avec 0,1 % d’acide formique), a été utilisée selon un programme de
gradients. Elle a débuté avec un rapport de 5:95 pendant 2 minutes, puis a été augmenté a 50:50
pendant 7 minutes, suivi d’un passage a 90:10 sur une durée de 6 minutes. Cette proportion a
¢t¢ maintenue pendant 2 minutes avant de revenir aux conditions initiales en 4 minutes. Ce
gradient a permis une séparation optimale des métabolites présents dans les extraits fongiques.
Les fractions séparées par LC ont ensuite été introduites dans le spectrométre de masse pour
une analyse détaillée des métabolites. L’ionisation des composés a été réalisée par électrospray
(ESI) en mode positif, afin de favoriser ’ionisation des métabolites. Le spectrométre de masse
a fonctionné sous une tension de 3500 V sur une plage m/z allant de 100 a 1300, permettant
ainsi la détection de composés de tailles et masses variées a une vitesse d’acquisition de 2 Hz.
Le mode MS a ét¢ utilisé pour obtenir un spectre de masse brut, tandis que le mode MS/MS a
permis la fragmentation des ions et la génération de spectres de fragmentation, facilitant ainsi
I’identification structurale des métabolites. Les spectres obtenus ont été analysés par le logiciel

Compass DataAnalisis 4.3.

2.2.10. Recherche de composés actifs contre Fusarium falciforme et Mycosphaerella

fijiensis

2.2.10.1. Production des métabolites secondaires des champignons antagonistes

Une suspension de spores a été réalisée a partir d’une culture de champignon antagoniste
des pathogenes agée de 7 jours avec de I’eau distillée stérile. Un volume de 2 mL de cette
suspension a ¢été¢ aspergé sur des milieux riz stériles (200 g de riz) contenus dans des
erlenmeyers de 1000 mL. Les erlenmeyers ont été par la suite incubées dans une étuve a 30°C.
Apres trois semaines d’incubation, les métabolites secondaires produits par les champignons
sur le milieu riz ont été extraits par macération dans un mélange de 250 mL d’acétate d’éthyle
et de 250 mL de cyclohexane. La macération a été faite pendant 24 heures sous agitation a
température ambiante. Aprés macération, la solution obtenue a été filtrée sur du coton
hydrophile puis 2 fois sur du papier whatman, et le filtrat a été récupéré. L’extrait brut a été par
la suite obtenu par évaporation des solvants a I’évaporateur rotatif a 45 °C avec une rotation de

160 tours par minute (Lopez, 1998).
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2.2.10.2. Evaluation de [I’activité biologique des métabolites des champignons
antagonistes sur des pathogenes fongiques du plantin

Pour chaque extrait brut, une gamme de concentration allant de 2,5 a 10 mg/mL a été
réalisée par la méthode de dilution au demi avec du diméthylsulfoxyde (DMSO) 100 %.
Ensuite, 100 pL de chaque concentration ont été étalés sur le milieu PDA contenu dans des
boites de Petri stériles de 8 cm de diametre. Les milieux supplémentés d’extrait brut ont été
ensemencés par un explant mycélien de chaque pathogene agé de 15 jours (Mycospharella
fijiensis) ou de 7 jours (Fusarium falciforme). Les témoins sont constitués des boites de Petri
supplémentées uniquement avec du DMSO 100 %. Les boites de Pétri ont été incubées dans
une étuve a 30°C. Apres 14 jours d’incubation, la croissance radiale de Mycosphaerella fijiensis
sur chaque extrait a été mesurée ; et apres 6 jours d’incubation la croissance radiale de Fusarium
falciforme sur chaque extrait a ét€¢ mesurée. Deux (02) répétitions ont été effectuées pour chaque
extrait brut et pour chaque concentration. Le pourcentage d’inhibition de la croissance des

pathogenes a été exprimé selon la formule décrite par Hmouni ef al. (1996) ci-dessous :

I (%) = (Co-Cu/Co) X100 | (7) avec:

-1 (%) est le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des pathogenes ;
-C, est le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagonisme ;

-Cy est le diamétre moyen des colonies témoins.

Un pourcentage d’inhibition supérieur a 45 % est significatif (Hmouni et al., 1996).

Lorsque pour une concentration donnée, il n’y a aucune croissance mycélienne observée,
un nouvel ensemencement est réalisé sur une nouvelle boite de Petri a partir du point de
repiquage de la boite ou il n’a été constaté aucune croissance. Une reprise de la croissance
traduit un effet fongistatique et 1’absence de croissance un effet fongicide. Ainsi, trois

parametres antifongiques ont été recherchés :

- CI50 (concentration qui induit 50 % d’inhibition), une interpolation linéaire a été effectuée
entre deux concentrations disponibles (Cl et C2) et leurs pourcentages d’inhibition

correspondants (I1 et 12) comme indiquée sur la formule suivante (Clémentine et al., 2019) :

50 — I,
CI50 = C, + (—
I, -1

) x(C2=-C) | (8
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- CMI (concentration minimale inhibitrice) : c’est la plus petite concentration d’extrait pour
laquelle il n’y a aucune croissance visible a I’ceil nu ;
- CMF (concentration minimale fongicide) : c’est la plus petite concentration d’extrait pour

laquelle il est observé un effet fongicide.

2.2.11. Analyses statistiques

Les données collectées au cours de I’enquéte ont été saisies et analysées a 1’aide du logiciel
Sphinx. Celles recueillies au laboratoire ont ét¢ analysées a 1’aide du logiciel R-Studio version
4.4.1. Une analyse de variance a été effectuée a travers un modele linéaire généralisé¢ (GLM)
pour comparer les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des pathogénes
(Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus, Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme)
par les souches antagonistes. Cette analyse a également permis de comparer |’effet des extraits
des différentes souches antagonistes a chaque concentration sur la croissance de
Mycosphaerella fijiensis et de Fusarium falciforme. Le choix du modéle linéaire généralisé
(GLM) s’explique par le non-respect des conditions de normalité et d’homogénéité des
variances nécessaires a 1’application directe de 1’analyse de variance (ANOVA). Le GLM
permet de modéliser des variables continues et proportionnelles tout en ajustant la distribution
des erreurs pour mieux correspondre & la nature des données. Etant donné que la variable
¢tudiée (pourcentage d’inhibition) suit une distribution strictement positive, une fonction de
lien "logit" et une distribution "quasi-binomiale" ont été choisies, adaptées aux données
exprimées en pourcentage (de 0 a 100). Une analyse de variance, couplée au test de %, a ensuite
permis d’évaluer la significativit¢ des effets observés pour chaque variable (extrait et
concentration) et leur interaction. Par ailleurs, les teneurs des propriétés physico-chimiques des
sols ont été comparées en fonction du systéme cultural et du département a travers un modele
linéaire généralisé avec la fonction de lien "gaussien". L’analyse de redondance (RDA) a été
utilisée pour établir les relations entre ces propriétés physico-chimiques et les genres fongiques.
Enfin, une analyse factorielle des correspondances (AFC) a permis de relier les systémes

culturaux aux genres fongiques identifiés.
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Reésultats et Discussion

3.1. Résultats

3.1.1. Typologie des bananeraies de la zone agroécologique du Haut-Sassandra (Centre-

Ouest, Cote d’Ivoire)

3.1.1.1. Répartition des bananeraies de plus d’un hectare de la région du Haut-Sassandra

Le recensement des bananeraies mené dans la région du Haut-Sassandra a permis
d’identifier 34 plantations de plus d’un hectare dont treize (13) dans le département de Daloa,
quatre (4) dans le département de Vavoua, dix (10) dans le département de Zoukougbeu et sept
(7) dans le département d’Issia. La majorité de ces bananeraies ont donc été répertoriées dans
les départements de Daloa et de Zoukougbeu. Le nombre de bananeraie par département est

présenté dans le tableau VII.

Tableau VII : Nombre de bananeraies de plus d’un hectare de la Région du Haut-Sassandra

Départements Daloa Vavoua Zoukougbeu Issia

Nombre de bananeraies 13 4 10 7

3.1.1.2. Chefs d’exploitation du plantain dans la région du Haut-Sassandra

La culture du plantain dans la région du Haut-Sassandra est a majorité pratiquée par des
ivoiriens. La plupart des planteurs sont des hommes de plus de 18 ans. Seulement 35 % des
producteurs de plantains n’ont jamais été a 1’école. Plus de 55 % des paysans possedent 2 a 4
plantations et utilisent le méme matériel d’entretien pour I’ensemble de leurs bananeraies. Tous
les agriculteurs (100 %) pratiquent la culture du plantain a la fois pour 1’alimentation familiale
et a but lucratif. Les caractéristiques du profil des producteurs du plantin dans le Haut-Sassandra

sont résumé dans le tableau VIII.
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Tableau VIII: Profil des chefs d’exploitation des bananeraies

Profils des producteurs Nombre de Fréquence (%)
bananeraies

Nationalité Ivoirienne 30 88,20
Autres 4 11,80
Genre Masculin 30 88,20
Féminin 4 11,80

Age (ans) <18 0 0,00
De [18 a45] 24 70,60
[45 et plus [ 10 29,40
Niveau d’étude Aucun 12 35,30
Primaire 10 29,40
Secondaire 11 32,40

Supérieur | 2,90

Type d’activité Principale 27 79,4
Secondaire 7 20,6

Nombre de bananeraies <2 15 44,1
par planteur [2a4] 19 55,9
But de la production A but lucratif et familial 34 100

3.1.13. Pratiques culturales observées dans les bananeraies

La culture du plantain dans la région du Haut-Sassandra est dominée par 1’association
culturale (77 %). Le bananier est cultivé en association avec le cacaoyer dans 53 % des cas, le
caféier a 12 %, le soja dans 6 % des cas ainsi que les anacardiers et les cultures maraicheres a
6 % (Figure 20). Les plantations de bananiers sont mises en place aprés coupe et brilis. La
provenance et la qualité¢ de la semence (rejets) ne sont pas maitrisées. En effet, environ 94 %
des rejets sont acquis avec un autre producteur proche et 6 % achetés sur le marché. Ces rejets
(97,1 %) sont issus d’une ancienne plantation. Selon les producteurs, 32,4 % des bananeraies
ont présenté une bonne production au cours des deux dernieres années dont 20,6 % avec une
production satisfaisante (environ 15 tonnes/hectare par an) et 11,8 % avec une production tres
satisfaisante (environ 25 tonnes/hectare par an). La majorité des bananeraies soit 88,2 % avait

une durée de vie variant de 2 & 5 ans et seulement 11,8 % avaient plus de 5 ans d’existence.

L’enquéte a révélé également que 94,1 % des producteurs de la région du Haut Sassandra
entretiennent leurs plantations par sarclage et par pulvérisation des champs de 2 a 4 fois par an.
La majorité des chefs d’exploitation des bananeraies soit 91,2 % utilisent les herbicides pour
lutter contre les mauvaises herbes et seulement 8,8 % utilisent la méthode manuelle (daba,
machette). Quant a la lutte contre les maladies et les ravageurs, 85,3 % des producteurs

pratiquent la méthode naturelle ou traditionnelle (destruction du bananier présentant une large
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———————————————————————
de maladie, pose de la bouse bovine sur les feuilles et les fruits) et 14,7 % utilisent des produits
chimiques. Il est aussi noté¢ que seulement 14,7 % des paysans fertilisent leur champ. Cette
fertilisation se fait avec des fertilisants organiques (mélange de la bouse bovine avec des
copeaux de bois, la fiente de poulet et le compost de la pelure de banane). Les reliefs des zones
de culture sont plats dans 58,8 % des bananeraies et moyennement en pente dans 41,2 %. Les

pratiques culturales dans les bananeraies du Haut-Sassandra sont résumés dans le tableau IX.

B Bananier-cacaoyer @ Bananier-Caféier
& Bananier-Anacardier-Culture maraichére @ Bananier-Soja

@ Monoculture

Figure 20 : Répartition des systemes culturaux du plantain dans le Haut-Sassandra
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Tableau IX : Quelques caractéristiques des bananeraies investiguées

Paramétres Nombre (.16 Fréquence (%)
bananeraies
Culture sur-brilis 34 100
Avec un voisin 32 94,1
Acquisition des rejets Sur le marché ) 5.9
Plants sélectionnés 1 2,9
Type de rejets Issus d. ancienne 33 97.1
plantation
Faible 12 35,3
Peu satisfaisant 11 32,3
Production estimée Satisfaisant 7 20,6
Elevée 4 11,8
[2a5] 30 88,2
Age de la plantation (ans)
>5 4 11,8
< 2 fois par ans 2 5,9
[2 a 4 fois par ans] 32 94,1
Entretien de la bananeraie Utilisation du méme
matériel pour
I’ensemble des 34 100
plantations
Meéthodes de lutte contre les Herbicides 31 °12
mauvaises herbes Manuel (Daba, 3 3.8
machette) ’
P}rlgdglts de synthese 5 14,7
Méthodes de lutte contre les —SHIque
maladies et ravageurs Lutte biologique 29 85,3
Utilisation de fertilisants 5 14,7
Engrais chimique 0 0,0
Type de fertilisants utilisés ~ Engrais organique 5 14,7
Aucun 29 85,3
' ' Plat 20 58,8
Relief de la plantation Moyennement en pente 14 41,2

NB : Selon CIRAD (2023), la référence pour une bonne production de bananes plantains se situe entre 15 et 35

tonnes/hectare par an.
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3.1.1.4. Impact des systémes culturaux sur la production du plantain

Environ 38 % des bananeraies en association ont présenté une bonne production (entre
15 et 25 tonnes/hectare par an) au cours des deux derni¢res années. Les bananiers de ces
exploitations étaient robustes avec le feuillage en majorité verte. Quant aux bananeraies en
monoculture, 87,5 % ont présenté une mauvaise production (entre 5 et 10 tonnes/hectare par
an). Ces plantations étaient caractérisées par des plantes chétives avec des feuilles en majorité

jaune (Tableau X).

Tableau X : Comparaison entre monoculture et association culturale du plantain dans le Haut-

Sassandra
Paramétres Nombre de Fréquence (%)
bananeraies
. 10 bananeraies (38,5 %) avec une
Association .
. bonne production.
Rendement des bananeraies ; 5
1 bananeraies (12,5 %) avec une
Monoculture

bonne production.

10 bananeraies (38,5 %) présentant
Association des plants robustes avec des
feuilles en majorité verte.

Aspects morphologiques

- 5 ;
des bananiers 7 bananeraies (87,5 %) présentant

Monoculture des plants chétifs avec des surfaces
foliaires en majorité jaune.

NB : Selon CIRAD (2023), la référence pour une bonne production de bananes plantains se situe entre 15 et 35
tonnes/hectare par an.

3.1.1.5. Contraintes liées a la culture du plantain dans la région du Haut-Sassandra

La culture du bananier de la zone d’étude est soumise a diverses contraintes a savoir les
effets des maladies biotiques et abiotiques et les attaques des ravageurs (Tableau XI). En effet,
selon les chefs d’exploitation des bananeraies, toutes les plantations investiguées ont présenté
souvent des symptomes de maladies. Ces maladies ont provoqué des pourritures de fruits dans
29,4 % des bananeraies, des dessechements de feuilles, la pourriture des racines et la chute du
pseudo-tronc dans 70,6 %. Les paysans ont attribué la cause de ces maladies a la seécheresse, au

mauvais €tat du sol et aux attaques des animaux.
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Tableau XI : Quelques contraintes liées a la culture banani¢re de la Région du Haut-Sassandra

Paramétres Nombre (.1e Fréquence (%)
bananeraies
Attaque de la plantation 34 100,0

par des maladies

Pourritures des fruits 10 29,4

Desséchement des

Dégats causés par ces i )
feuilles, pouriture des

maladies .
racines et chute du 24 70,6
pseudo-tronc
Biotique 16 47,1

Symptomes de maladies Abiotique (sécheresse,

pauvreté du sol) 18 52,9

3.1.1.6. Pratiques agroécologiques observées dans les bananeraies

Seulement 5,9 % des producteurs utilisent les haies vives pour lutter contre les vents
violents (Tableau XII). Les haies vives sont constituées soit de plantes d’hévéa (Hevea
brsiliensis) ou de teck (Tectona grandis). Quelques pratiques écologiques ont été observées
dans certaines plantations notamment avec 1’apport de fumier dans 2,9 % des bananeraies et
I’utilisation de plantes de couvertures dans 5,9 % des plantations (Tableau XII). Les plantes de
couverture sont constituées principalement de légumineuses telles que le soja (Glycina max) et

le niéb¢ (Vigna unguiculata) (Figure 21).

Tableau XII : Pratiques agroforestiéres et écologiques observées dans les bananeraies

Paramétres Nombre de  Fréquence (%)
bananeraies
Utilisation de haies vives pour lutter contre le vent 2 5,9
Apport de fumier 1 2,9
Utilisation de plantes de couverture 2 5,9
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Figure 21 : Systéme d’association culturale entre bananier et soja

3.1.1.7. Propriétés chimiques et physiques des sols rhizosphériques des bananiers

Les caractéristiques chimiques des sols rhizosphériques des bananiers sont résumées dans
le tableau XIII. L analyse des parameétres chimiques a révélé des pH acides pour I’ensemble des
sols étudiés, avec des valeurs comprises entre 4,8 et 5,6. Les taux de carbone, de matiére
organique et d’azote de ces sols étaient moyens. Le rapport C/N a présenté des valeurs normales
pour certains sols analysés, tandis que d'autres ont affiché des valeurs élevées et trés élevées.
Les proportions des différentes fractions de ces sols sont présentées dans le tableau XIV. A
partir de ces proportions trois classes texturales ont été identifiées au niveau des sols, a savoir

les sols sablo-limoneux, limono-sableux et limoneux.
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Tableau XIII : Caractéristiques chimiques des sols rhizosphériques des bananiers de la région du Haut-Sassandra

Départements Systémes pHeau % Nt % C % MO C/N Interprétation C/N

Daloa Monoculture (N= 2) 5,6 £0,1 0,14 +£ 0,01 1,2+0,03 2,06 £0,03 8,57+0,1 Normal
Association (N=2) 4,8+0,3 0,18+0,0 2,14+0,01 3,68 +0,01 11,88 +0,9 Normal

Vavoua Monoculture (N= 2) 52+0,3 0,1+ 0,0 0,84 + 0,02 1,44 +£ 0,01 8,4+0,1 Normal
Association (N= 2) 5,2+0,05 0,084 + 0,0 1,54 + 0,01 2,64 £0,05 18,33+ 0,8 Trés élevé

Issia Monoculture (N=2) 5,1 +0,01 0,112+0,0 1,11 +0,01 1,91 £0,03 9,91+ 0,5 Normal
Association (N=2) 4,9+ 0,07 0,17+0,0 1,75+ 0,03 3,01 £0,07 10,29 +£0,8 Normal

Zoukougbeu  Monoculture (N= 2) 53+04 0,1 £0,01 1,32 +0,0 2,27+ 0,01 13,2+0,9 Elevé
Association (N= 2) 5,4+0,2 0,17 £0,01 2,8+0,02 4,81+ 0,05 16,47 +£0,7 Tres élevé

Acide Moyen Moyen Moyen

Nr: Azote Total ; C : carbone ; MO : Matiére Organique ; C/N : Rapport carbone/azote ; N : nombre d’échantillons

Tableau XIV : Caractéristiques physiques des sols rhizosphériques des bananiers de la région du Haut-Sassandra

Départements Systeme % A % Lf % Lg % Sf % Sg Texture
Monoculture (N= 2) 7,5+0,7 12+0,1 17,15+ 1,0 16,45+ 0,3 46,9 £ 1,7 Limono-sableuse
Daloa Association (N= 2) 4£0,9 12+0,01 9,15+ 04 30,05 +0,7 44,8 + 1,4 Sablo-limoneuse
Monoculture (N= 2) 6 £0,05 18,5+0,9 14,65+ 1,1 15,7+0,9 45,15+ 1,1 Limono-sableuse
Vavoua Association (N= 2) 10+ 0,8 8+0,4 13,8+ 1,1 18,15+0,8 50,05+ 1,4 Limono-sableuse
Monoculture (N= 2) 10,5+ 1,0 8+0,8 16,7+ 1,3 11,6 £0,8 53,2+0,9 Limono-sableuse
Issia Association (N= 2) 11+ 0,9 16,6 +1,1 7,4 +0,01 19,75 +0,3 4525+0,9 Limono-sableuse
Monoculture (N= 2) 7+0,1 11+0,7 12+0,9 20,45 +£1,0 49,55+ 1,5 Limono-sableuse
Zoukougbeu  Aggociation (N= 2) 10 +0,3 16 +0,9 28,7+ 13 26,6+ 1,2 18,7+ 0.9 Limoneuse

A : Argile ; Lf

: Limon fin ; Lg : Limon grossier ; S

: Sable fin ; Sg : Sable grossier ; N : nombre d’échantillons
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3.1.1.8. Variation des teneurs des propriétés physico-chimiques des sols selon le systéme
de culture et le département

Les propriétés physico-chimiques des sols rhizosphériques ont vari¢ de maniére

significative en fonction du systéme cultural, du département et de leur interaction (p < 0,05)

(Tableau XV).

L'analyse des propriétés physiques des sols a révélé que les sols des systémes
d'associations culturales contiennent des proportions plus élevées en argile (Arg), en limon fin
(Lf) et en sable fin (Sf) par rapport aux monocultures. En revanche, les sols des monocultures
ont présenté des proportions considérables de limon grossier (Lg) et de sable grossier (Sg). Sur
le plan chimique, un pHeau moins acide a été observé au niveau des sols des monocultures,
tandis que ceux des systémes d'associations culturales ont affiché des teneurs plus élevées en

azote total (NT), en carbone (C) et un rapport carbone/azote (C/N) trés élevé (Tableau XVI).

En ce qui concerne les propriétés physiques selon le département, les sols de Issia ont
¢ét¢ différents par leur proportion en argile (Arg) trés élevée, tandis que ceux de Daloa ont
présenté la plus faible proportion. La plus forte proportion en limon fin (Lf) a été notée dans les
sols des départements de Zoukougbeu et Vavoua, alors que la plus faible proportion en limon
fin (Lf) a été enregistrée avec les sols de Daloa. Pour le limon grossier (Lg), la plus grande
proportion a été trouvée dans les sols de Zoukougbeu, tandis que ceux de Issia ont affiché la
plus faible proportion. Les sols de Daloa et Zoukougbeu ont montré également une proportion
plus élevée en sable fin (Sf), alors que ceux de Issia ont présenté la plus faible. Concernant le
sable grossier (Sg), la plus grande proportion a été observée avec les sols de Issia, tandis que la
plus faible a été enregistrée avec les sols de Zoukougbeu. L'analyse chimique des sols a révélé
que les échantillons des départements de Daloa, Vavoua et Issia ont un pHeau plus acide que
ceux de Zoukougbeu qui ont affiché un pHeau moins acide. La plus grande teneur en azote total
(NT) a été observée dans les sols des départements de Daloa, Issia et Zoukougbeu, avec la plus
faible a Vavoua. Les sols de Zoukougbeu ont présenté la plus forte teneur en carbone (C), alors
que ceux de Vavoua ont indiqué la plus faible. Enfin, la plus grande valeur du rapport
carbone/azote (C/N) a été observée dans les sols de Zoukougbeu, tandis que ceux de Daloa et

Issia ont montré la plus faible (Tableau XVI).
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Tableau XV : Analyse de variance des propriétés physico-chimiques des sols selon le systéme

de culture et le département

Variables Facteurs de variation ddl Déviance P valeur (> F)
Systéme 1 76,71 <2,2e-16 ***
Arg Département 3 29,78 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,26 <2,2e-16 ***
Systéme 1 211,093 1,569¢-05 ***
Lf Département 3 202,995 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,613 <2,2e-16 ***
Systeme 1 593,12 2,473e-11 ***
Lg Département 3 431,57 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,11 <2,2e-16 ***
Systéme 1 277,12 <2,2e-16 ***
Sf Département 3 67,96 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,14 <2,2e-16 ***
Systeme 1 1292,75 <2,2e-16 ***
Sg Département 3 726,12 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,05 <2,2e-16 ***
Systéme 1 0,79 2,209e-05 ***
pHeau Département 3 0,47 8,208e-14 ***
Systeme : Département 3 0,04 <2,2e-16 ***
Systeme 1 0,0148915 <2,2e-16 ***
NT Département 3 0,0057062 <2,2e-16 ***
Systéme : Département 3 0,0002270 <2,2e-16 ***
Systeme 1 2,3702 <22e-16 ***
C Département 3 0,5393 <22e-16 ***
Systeme : Département 3 0,0376 <2,2e-16 ***
Systeme 1 6,3165 <2,2e-16 ***
MO Département 3 1,3270 <2,2e-16 ***
Systeme : Département 3 0,0036 <2,2e-16 ***
Systéme 1 120,971 <2,2e-16 ***
C/N Département 3 59,656 <2,2e-16 ***
Systeme : Département 3 3,244 <2,2e-16 ***

* . P valeur < 0,05 ; ** : P valeur < 0,01 ; *** : P valeur < 0,001 ; ddl : degré de liberté
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Tableau XVI : Paramétres physico-chimiques selon le systéme de culture et le département

Valeur moyenne + écart type

Variables Monoculture Association Daloa Vavoua Issia Zoukougbeu
(N=8) (N=28) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4)

Arg 7,74 +1,75° 8,82 + 2,80° 5,90 + 1,80° 8,00 £2,30° 10,70 + 0,30° 8,50 £ 1,70°
Lf 12,44 + 4,05° 13,03 + 3,71° 11,80 £+ 0,60° 13,30 + 60°? 12,30 + 4,90° 13,60 + 2,902
Lg 15,10 +£2,22°  1472+6093" | 13,10£470° 14,10£0,60° 1220+530 20,30 +9,70°
St 16,04 337> 23,71 +£531° 23,40 + 80° 16,90 + 1,0° 15,60 £4,70° 23,50 +3,90*
Sg 48,68 3,26 39,72 +7,19° | 4580+1,20° 47,70 + 2,90° 49,20 +4,60° 34,10+ 17,809
pHeau 527 +0,21° 5,12 £ 0,26 526+0,41° 5,23 +0,10° 5,00 £ 0,10° 5,40 +£0,10%
NT 0,11 +0,01° 0,15 + 0,04 0,16 £ 0* 0,09 =+ 0° 0,14 + 0* 0,14 + 0%
C 1,13 +£0,22° 2,10 +0,54° 1,72 £0,5° 1,19 + 0,401 1,42 £ 0,40° 2,09 £ 0,90*
MO 1,92 + 0,330 3,55+ 0,89 2,90 + 10° 2,04 + 0,704 2,46 + 0,60° 3,55+ 1,502
C/N 10,27 +2,11° 14,00 +£2,50° | 10,63 +1,44° 13,16+ 6,00° 9,87 +0,51°¢ 14,76 + 1,90?

N : nombre d’échantillons ; Les valeurs affectées de la méme lettre sont identiques selon le test LSD de Fisher au seuil a =5 %
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3.1.2. Champignons présents dans le sol rhizosphérique des bananeraies dans la région du

Haut-Sassandra

3.1.2.1. Caractéristiques morphologiques des moisissures isolées de la rhizosphére des

bananiers

L’analyse microbiologique des échantillons de sols prélevés dans les bananeraies du Haut-
Sassandra, a permis d’obtenir 109 isolats. A partir des clés d’identification intégrant les
caractéristiques macroscopiques et microscopiques, les 109 isolats ont été répartis dans 14
genres de moisissures dont Hamigera, Trichoderma, Neurospora, Aspergillus, Fusarium,
Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Absidia, Alternaria, Acremonium, Scytalidium, Scedosporium
et Bipolaris. Les genres tels que Neurospora, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Absidia et
Alternaria ont un mycélium aérien, envahissant et une croissance rapide sur le milieu gélosé
Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (Tableau XVIII). D’autres tels que Trichoderma,
Hamigera, Aspergillus, Scedosporium et Bipolaris se caractérisent par un mycélium bas,
envahissant et une croissance rapide sur le milieu gélosé¢ Sabouraud au chloramphénicol a 30
°C (Tableau XIX). Les genres Fusarium, Acremonium et Scytalidium ont un mycélium bas, non
envahissant et une croissance modérée sur Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (Tableau
XX). Au microscope, ces champignons se différencient par le mode de ramification et la forme
de leurs filaments. La description macroscopique et microscopique ci-apres de ces champignons

a été effectuée a partir de cultures agées de 3 a 7 jours (Tableau XVII).
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Tableau XVII : Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des champignons isolés de la rhizosphére des bananiers du Haut-Sassandra

Genres Codes isolats Description macroscopique Description microscopique
Hamigera A11E, A6, V2, Colonie jaunatre au début puis devient vert clair au 7°™ Conidiophores courbés et ramifiés en plusieurs
A7, A24’°, A67°, jour ; aspect poudreux ; mycélium bas et envahissant de longues branches portant des phialides ; phialides
A80 forme irréguliére ; croissance rapide sur Sabouraud au portant des conidies de formes ovales ; phialides
chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm au 5™ jour). serrées les unes contre les autres donnant une image
de pinceau.
ATE, A12, A30, Colonie blanchatre au début puis devient totalement
D5, A12E, AlS5, verdatre a partir du 5™ jour ; aspect duveteux ; colonie
A29, D6, 13, V4, circulaire ; mycélium bas et envahissant; croissance Phialides en verticilles fixés a angle droit sur le
Trichoderma  A12°, AT’ rapide sur Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C conidiophore ; conidies lisses et -circulaires se
(diamétre > 4 cm au 5™ jour). rassemblant en amas au sommet des phialides.
A21,14,112,125 Colonie jaunatre de forme circulaire (a partir du 5™ jour,
des spores verdatres apparaissent); aspect duveteux ;
mycélium bas et envahissant; croissance rapide sur
Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diameétre > 4 cm
au 5°™ jour).
A13E, A17, D6 Colonie verdatre a contour blanchatre; mycélium Longs conidiophores se terminant par des tétes
circulaire d’aspect duveteux ; croissance rapide sur renflées ; mycélium cloisonné portant de nombreux
Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm conidiophores dressés.
au 5°™ jour).
Aspergillus A13, Al6, A28, Colonie noiratre d’aspect poudreux ; mycélium bas et Conidiophore lisse se terminant par une téte

A35, A44, A70,

envahissant de forme irréguliere ; croissance rapide sur

aspergillaire bisériée en colonne qui devient noire a

AT0E, A73 Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diametre > 4 cm maturité.
au 5™ jour).
Al, A9, A35E, Colonie blanchatre au début qui devient verdatre a partir Conidiophores ramifiés en plusieurs courtes branches
AS3. AS3E du 4°™ jour ; mycélium bas et envahissant de portant des phialides étroitement regroupées formant

forme circulaire d’aspect duveteux ; croissance rapide
sur Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diametre > 4
cm au 5°" jour).

une apparence de pinceau ; phialides portant des
conidies de formes ovales.
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16, A52, AS0E, Colonie jaunatre d’aspect poudreux ; mycélium bas et Conidiophores lisses et incolores avec évasement
710 envahissant de forme irréguliére ; croissance rapide sur progressif des tétes aspergillaires.
Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm
au 5°™ jour).
Scedosporium  A37, A38, A39 Colonie grisatre d’aspect duveteux ; croissance rapide sur Filaments végétatifs septés et hyalins portant des
Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm spores ovales a I’extrémité ou sur les cotés.
au 5°™); mycélium bas et envahissant de forme
circulaire.
Bipolaris D2,D9,Z3E,  Colonie grisatre d’aspect duveteux ; forme circulaire ; Conidiophore simple a croissance sympodiale ;
A60 croissance rapide sur Sabouraud au Chloramphénicol a 30 conidies oblongues en fuseau et groupées de part et
°C (diamétre > 4 cm au 5°™); mycélium bas et d’autre de la partie terminale du conidiophore.
envahissant de forme circulaire.
Neurospora A20,714,716, Colonie circulaire d’aspect duveteux ; mycélium aérien de Filaments se présentant sous la forme d’axones qui
couleur beige au début puis devient orange au 5™ jour ; s’entrelacent pour former un tapis.
A29E, A60E : . R
croissance rapide sur Sabouraud au chloramphénicol a 30
°C (diamétre > 4 cm au 5°™).
Mucor A4, D4, BI11, Colonie grisatre d’aspect floconneux ; mycélium aérien et Filaments larges et non septés ; pas de stolons ni
A19, A33, Z17, envahissant de forme circulaire ; croissance rapide sur rhizoides ; conidiophores se terminant par une
720, 130, V17, Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diametre > 4 cm columelle ovoide ; chlamydospores présentes et
V40 au 51°m°), abondantes.
Rhizomucor ~ A10, A34, D11, Colonie blanchatre qui devient beige au 5°™ jour ; aspect Filaments larges peu septé ; présence de stolons et de
D24, D27, D30E  cotonneux ; mycélium aérien et envahissant de forme rhizoides trés primitifs; chlamydospores moins
circulaire ; croissance rapide sur Sabouraud au abondantes.
chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm au 5°™).
Rhizopus A22, A23, A8E, Colonie blanchatre d’aspect cotonneux ; mycélium aérien Sporangiophores en bouquet partant de rhizoides bien
A9E, A53, A78, de forme circulaire ; croissance rapide sur Sabouraud au développés ; absences de chlamydospores.
A90 chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm au 5™).
Absidia Al8, A24, A42, Colonie blanchatre d’aspect floconneux de forme Longs filaments non septés se terminant par une large
A43, A76, A10°  circulaire ; mycélium aérien et envahissant ; croissance apophyse conique (évasement en forme d’entonnoir) ;

rapide sur Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C
(diametre > 4 cm au 5°°).

présence de stolons avec des rhizoides peu nombreux.
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Alternaria A32, D8, A31, Colonie grisatre d’aspect duveteux et de forme circulaire ; Hyphes ramifiés, dématiacés et septés ; conidiophores
A30E, A20E, mycélium aérien et envahissant ; croissance rapide sur plus ou moins sinueux (en zigzag).
Al13’, A75 Sabouraud au chloramphénicol a 30 °C (diamétre > 4 cm
au 5°m°),
Fusarium A40, A27, V11, Mycélium bas avec une croissance lente sur Sabouraud au Macroconidies rares se présentant sous formes de
Al4E, V9, V10 chloramphénicol a 30 °C (diamétre < 4 cm au 5°™); croissant ; microconidies ovales, hyalines et
colonie circulaire d’aspect cotonneux; mycélium abondantes ; conidiophores court.
blanchatre au début puis devient rouge au 7°™ jour.
Acremonium A3, A26, D10, Colonie blanchatre d’aspect cotonneux ; mycélium bas et Filaments septés disposés paralléelement les uns aux
D1,D3,110,111 ras de forme circulaire ; croissance lente sur Sabouraud au autres ; conidies hyalines et cylindriques ou
chloramphénicol a 30 °C (diamétre < 4 cm au 5°™°). elliptiques regroupés en amas a I’extrémité des
phialides.
Scytalidium A8, All, Al’, Colonie blanchatre de forme circulaire ; mycélium bas et Filaments hyalins régulierement septés produisant
A5, Ay’ ras d’aspect cotonneux ; croissance lente sur Sabouraud des arthroconodies hyalines.

au chloramphénicol a 30 °C (diamétre <4 cm au 5°™).
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Tableau XVIII : Aspects macroscopique et microscopique des champignons avec un mycélium

aérien et envahissant

Isolats Aspect macroscopique Aspect microscopique

Neurospora

Mucor

Rhizomucor

Rhizopus

Absidia

Alternaria
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Tableau XIX : Aspects macroscopique et microscopique des champignons avec un mycélium

bas et envahissant

Isolats Aspect macroscopique Aspect microscopique

Trichoderma spi.

Trichoderma spa.

Trichoderma sps.

Hamigera

Aspergillus sp.

Aspergillus spa.

Aspergillus sps.
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Suite Tableau XVII

Aspergillus spa.

Scedosporium

Bipolaris

Tableau XX : Aspects macroscopique et microscopique des champignons avec un mycélium

bas et non envahissant

Isolats Aspect macroscopique Aspect microscopique

Fusarium

Acremonium

Scytalidium
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3.1.2.2. Densités fongiques des sols des bananeraies
3.1.2.2.1. Charges fongiques des sols en fonction des départements

Les charges des champignons microscopiques dans les sols rhizosphériques des
bananeraies des départements du Haut-Sassandra ont révélé des différences significatives (P <
0,05), avec une charge particulicrement élevée dans les bananeraies de Zoukougbeu (971
UFC/g) par rapport a celles de Daloa (887,5 UFC/g), Issia (816,75 UFC/g) et Vavoua (821
UFC/g) (Figure 22).
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Figure 22 : Charges fongiques des différents départements du Haut-Sassandra

Les bandes affectées de la méme lettre indiquent des charges identiques selon le test LSD de Fisher au seuil a =
5 %.

3.1.2.2.2. Charges fongiques des sols en fonction des systémes culturaux

Les charges fongiques de la rhizosphere des bananiers en fonction des systémes culturaux
dans chaque département sont résumées dans le tableau XXI. Les charges fongiques observées
ont montré des variations significatives (P < 0,05) entre les différents systémes culturaux.
L’analyse statistique a mis en évidence que la charge microbienne est plus élevée dans les sols
des bananiers associés a d’autres cultures comparativement aux sols des monocultures de
bananiers. La charge fongique la plus élevée a été observée dans les sols des bananiers

associées a d’autres cultures de Zoukougbeu, tandis que ceux de Vavoua ont présenté la charge
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la plus faible. En revanche, les charges fongiques étaient statistiquement identiques au sein des

sols des monocultures.

Tableau XXI : Charges fongiques de la rhizosphére des bananiers de la Région du Haut-

Sassandra en fonction des systémes culturaux

Départements Systemes culturaux Charges fongiques (UFC/g)
Association (N= 6) 1275,00 + 11,3
Daloa
Monoculture (N= 6) 500,00 + 0,00°
Association (N= 6) 1358,50 + 153,442
Zoukougbeu
Monoculture (N= 6) 583,50 £47,38¢
Association (N= 6) 1175,00 = 11,312
ssi
e Monoculture (N= 6) 458,50 + 12,02°
Association (N= 6) 1083,50 + 94,04°
Vavoua
Monoculture (N= 6) 558,50 + 58,69°¢

N : nombre d’échantillons ; P = 0,00207.
Les valeurs affectées de la méme lettre sont identiques selon le test LSD de Fisher au seuil a= 5 %.

3.1.2.3. Diversité en genres fongiques des bananeraies
3.1.2.3.1. Richesse spécifique de la rhizosphére des bananiers en fonction des
départements

La richesse spécifique de la rhizosphere des bananiers, résumée dans le tableau XXII,
¢tait identique dans tous les départements du Haut-Sassandra avec 14 genres fongiques
identifiés. La répartition des micromycetes montre que dans le département de Daloa, les genres
Hamigera, Trichoderma, Aspergillus, Scedosporium, Bipolaris, Mucor et Rhizopus étaient
présents dans toutes les bananeraies. A Vavoua, on retrouvait les genres Trichoderma,
Aspergillus, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Fusarium et Scytalidium dans toutes les
plantations. Dans le département de Issia, les genres Hamigera, Aspergillus, Bipolaris,
Neurospora, Rhizomucor, Fusarium et Acremonium €taient présents dans toutes les plantations.
Enfin, a Zoukougbeu, les genres Hamigera, Trichoderma, Aspergillus, Neurospora, Mucor,

Rhizomucor, Rhizopus, Absidia et Fusarium ont été identifiés dans toutes les bananeraies.

Cette distribution souligne 1’ubiquité de certains genres, tels que Hamigera,
Trichoderma, Aspergillus, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus et Fusarium, qui apparaissent

régulierement dans la majorité des bananeraies des différents départements.
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Tableau XXII : Richesse spécifique des départements en genre fongique

Bananeraie par département

Genres :
Daloa Vavoua Issia Zoukougbeu
Hamigera ++ + ++ ++
Trichoderma ++ ++ + ++
Aspergillus ++ ++ ++ ++
Scedosporium ++ + + +
Bipolaris ++ + ++ +
Neurospora + + ++ ++
Mucor ++ ++ + ++
Rhizomucor + ++ ++ ++
Rhizopus ++ ++ + ++
Absidia + + + ++
Alternaria + + + +
Fusarium + ++ ++ ++
Acremonium ++ + ++ +
Scytalidium + ++ + +
Richesse spécifique (S) 14 14 14 14

++ : présence des champignons dans toutes les bananeraies d’un département donné ;
+ : présence des champignons dans moins de quatre bananeraies d’un département donné.

3.1.2.3.2. Richesse spécifique de la rhizosphére des bananiers en fonction des systémes

culturaux

La richesse spécifique de la rhizosphere des bananiers en genres fongiques en fonction des
systemes culturaux est résumée dans le tableau XXIII. Les analyses ont montré que les
bananeraies en association culturale (Al et A2) présentaient une richesse spécifique plus
¢élevée en genres fongiques que celles en monocultures (M1 et M2) dans tous les départements
¢tudiés. Dans les associations culturales de la zone de Vavoua, 10 et 12 genres fongiques ont
¢été¢ dénombrés contre seulement 7 genres fongiques pour les monocultures. Dans la zone de
Daloa, 12 et 13 genres ont été trouvés dans les systémes en association culturale contre 9 et 10
genres dans les monocultures. Dans la zone de Issia, 13 et 14 genres ont été notifiés, tandis que
les monocultures renfermaient 8 genres chacune. Pour la zone de Zoukougbeu, dans les
associations culturales des bananeraies, les richesses maximales en genres fongiques étaient

de 14, alors que celles des monocultures étaient de 10 a 11 genres. L’analyse de la répartition
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des micromycetes a révélé que les genres Aspergillus, Rhizopus et Trichoderma étaient
présents dans tous les départements, quel que soit le systéme de culture utilisé. Les genres
Hamigera, Neurospora, Scedosporium, Scytalidium, Bipolaris, Mucor, Absidia, Alternaria,
Acremonium et Rhizomucor ont ét€¢ observés plus fréquemment dans les bananeraies en

cultures associées. En revanche, Fusarium a ét¢ régulierement retrouvé dans les monocultures.
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Tableau XXIII : Richesse spécifique des champignons de la rhizosphére des bananiers en fonction des systémes culturaux

Systémes culturaux par département

Moisissures Daloa Vavoua Issia Zoukougbeu
Al A2 Ml M2 Al A2 Ml M2 Al A2 Ml M2 Al A2 Ml M2

Hamigera + + + + + - - - + + + + + + + +
Trichoderma + + + + + + + + + + - + + + + +
Aspergillus + + + + + + + + + + + + + + + +
Scedosporium + + + + + - - - + + - - + o+ - .
Bipolaris + + + + + - - - + + + + + - .
Neurospora + + + - - + - - + + - + + + +
Mucor + + + + + + o+ + + + - - + o+ + +
Rhizomucor + + - - + + + + + + + + + + + +
Rhizopus + + + + + + + + + + + - + + + +
Absidia + + - + + - - - + + - + + o+ + +
Alternaria - + - - + + - - + + - - + o+ + -
Fusarium - - - + + + + + + + + + + + + +
Acremonium + + + + - + - - + + + + + + + -
Scytalidium + + - - + + + + - + - - + + - +

Richesse spécifique (S) 12 13 9 10 12 10 7 7 13 14 8 8 14 14 11 10

+ ou — : présence ou absence de moisissure dans une bananeraie donnée ; A1 Daloa : association entre bananier et caféier ; A2 Daloa : association entre bananier et cacaoyer ;
Al et A2 Vavoua : associations entre bananier, anacardier et cultures maraichéres (gombo, piment) ; A1l Issia : association entre bananier et caféier ; A2 Issia : association entre
bananier et cacaoyer ; Al et A2 Zoukougbeu : associations entre bananier et cacaoyer ; M1 et M2 : monocultures de bananier
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3.1.2.3.3. Abondance relative des genres des départements

Les fréquences d'isolement des champignons a partir d’échantillons de sol dans chaque
département révelent des variations significatives.

Dans le département de Daloa, les genres Trichoderma et Hamigera ont prédominé avec
des fréquences d'isolement respectives de 22,54 % et 21,12 %, suivis par Neurospora (14,08
%), Aspergillus (11,73 %) et Rhizopus (9,38 %). Les genres Bipolaris et Mucor ont apparu avec
des fréquences d’environ 6 % tandis que Scedosporium, Rhizomucor, Absidia, Alternaria,
Fusarium, Acremonium et Scytalidium ont été isolés avec des fréquences inférieures a 4 %
(Figure 23).

Dans le département de Vavoua, Aspergillus et Fusarium ont été les plus fréquents, avec
des taux d'isolement respectifs de 22,84 % et 20,81 %, suivis par Mucor et Rhizopus (12,69 %).
Les genres Rhizomucor, Trichoderma, et Scytalidium ont été retrouvés avec des taux supérieurs
a 7 % tandis que Hamigera, Scedosporium, Bipolaris, Neurospora, Absidia, Alternaria et
Acremonium ont été isolés avec des fréquences autour de 1 % (Figure 24).

Au niveau du département de Issia, une prédominance a été observée pour le genre
Hamigera avec une fréquence d'isolement de 22,96 % dans toutes les bananeraies. Ce genre est
suivi par Aspergillus, Trichoderma et Neurospora qui ont présenté des fréquences d'isolement
supérieures a 10 %. Enfin, Scedosporium, Bipolaris, Rhizomucor, Rhizopus, Mucor, Absidia,
Alternaria, Fusarium, Acremonium et Scytalidium ont été faiblement isolés, avec des
fréquences inférieures a 10 % (Figure 25).

A Zoukougbeu, les genres Trichoderma, Neurospora et Hamigera ont €té isolés avec
des fréquences supérieurs a 15 % tandis que Aspergillus, Mucor et Rhizomucor ont présenté des
fréquences inférieures a 10 %. Quant aux genres Scedosporium, Bipolaris, Rhizopus, Absidia,
Alternaria, Fusarium, Acremonium et Scytalidium, ils ont été isolés avec des fréquences

inférieures a 5 % (Figure 26).
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Figure 23 : Fréquence d’isolement des champignons dans le département de Daloa
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Figure 24: Fréquence d’isolement des champignons dans le département de Vavoua
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Figure 25 : Fréquence d’isolement des champignons dans le département de Issia
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Figure 26 : Fréquence d’isolement des champignons dans le département de Zoukougbeu
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3.1.2.3.4. Indices de diversité écologique en fonction des départements

Le tableau XXIV illustre la diversité des genres de champignons dans la rhizosphére des
bananiers a travers différents départements de la région du Haut-Sassandra. Les résultats ont
montré des variations significatives dans la richesse et la répartition des champignons au sein
de cette rhizosphere. L’indice de diversité de Shannon, a vari¢ de 2,02 a 2,35, montrant ainsi
une diversité fongique relativement €levée dans tous les départements, avec Zoukougbeu (H’ =
2,35) et Issia (H’ = 2,31) affichant les valeurs les plus élevées. Quant a I’indice d’équitabilité
de Pi¢lou, allant de 0,77 4 0,89, il a révélé une répartition plutdt équilibrée des genres fongiques,
avec Zoukougbeu (E = 0,89) et Issia (E = 0,87) ayant les indices les plus ¢élevés. En
comparaison, Daloa (H’= 2,13 avec un indice d’équitabilité de 0,81) et Vavoua (H’ =2,02 avec

un indice de 0,77) ont montré une diversité élevée mais une répartition des genres plus inégale.

Tableau XXIV : Indices de diversité en genre de micromycétes de la rhizosphére des bananiers

Département Diversité maximale Indice de diversité Indice d’équitabilité
(Hmax) de Shannon (H) de Pi¢lou (E)
Daloa 2,64 £0,0 2,13+£0,9 0,81 £0,08
Vavoua 2,64+ 0,0 2,02 +0,03 0,77 £ 0,01
Issia 2,64+ 0,0 2,31+0,7 0,87 £0,03
Zoukougbeu 2,64 +£0,0 2,35+0,75 0,89 + 0,0

3.1.2.4. Variation de ’abondance relative des champignons

3.1.2.4.1. Variation de ’abondance relative des champignons en fonction des propriétés

physico-chimiques des sols

Les analyses de redondance (RDA) ont montré que la corrélation entre les proprietés
physico-chimiques et I’abondance des genres fongiques était principalement tenue par les deux
premiers axes (Figure 27). Les variables influencant fortement la répartition des champignons
¢tudiés dans les sols rhizosphériques etaient les teneurs en carbone (C), en azote (N), le pH,
ainsi que les proportions en argiles (Arg), en limons grossiers (Lg), en limons fins (Lf) et en
sables fins (Sf). L’ordination en RDA, selon 1’axe factoriel 1, a révélé une corrélation positive
entre I’abondance des genres Aspergillus, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Scytalidium et la
proportion en argiles. Quant a 1’axe 2, il a montré que ’abondance des genres Alternaria,
Scedosporium, Absidia, Bipolaris, Acremonium, Trichoderma, Neurospora et Hamigera, ainsi

que les teneurs en carbone (C), en azote (N), les proportions en sables fins (Sf) et en limons
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fins (Lf), étaient positivement corrélés. Enfin, Fusarium et le pH était négativement corrélés

avec cet axe (axe 2).
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Figure 27 : Analyse de redondance (RDA) montrant les relations entre les propriétés physico-

chimiques des sols et I’abondance des champignons rhizosphériques

3.1.2.4.2. Variation de I’abondance relative des champignons en fonction des systémes

culturaux

L’ Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) a montré que la corrélation entre les
systemes culturaux et I’abondance des genres fongiques étaient principalement tenue par les
deux premiers axes (75,70 % de la variance totale) (Figure 28). Selon 1’ordination en AFC,
dans les systémes d’associations culturales de la zone de Zoukougbeu et de ceux de Daloa, les
champignons Trichoderma, Neurospora, Absidia, Scedosporium et Alternaria ont été les plus
abondants. Hamigera a été fréquemment retrouvé dans les associations culturales de
bananeraie de la zone de Issia et les monocultures de la zone de Daloa. Les genres Bipolaris et
Acremonium ont été davantage retrouvés dans les monocultures de la zone de Issia. Les
champignons Mucor, Scytalidium, Rhizomucor, Rhizopus et Aspergillus ont été retrouvés en

grande quantité dans les monocultures de la zone de Zoukougbeu et les associations de la
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localité de Vavoua. Quant a Fusarium, il a été le plus fréquemment observé dans les

monocultures de la zone de Vavoua.
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Figure 28 : Analyse AFC montrant les relations entre les systémes culturaux et 1’abondance

des champignons rhizosphériques

3.1.2.5. Interaction entre champignons rhizosphériques

L’analyse du plan factoriel a indiqué que I’interaction entre les champignons
rhizosphériques était principalement tenue par les deux premiers axes (83,3 % de la variance
totale) (Figure 29). Le dendogramme issu de 1’analyse a indiqué trois groupes distincts de
champignons. D’abord, un premier grouge (I) a renfermé les champignons Hamigera,
Neurospora et Trichoderma qui interagissaient entre eux. Ensuite, un deuxieme groupe (II)
composé¢ des genres Acremonium, Bipolaris, Scytalidium, Absidia, Alternaria et Scedosporium
a presenté egalement des intaractions entres les differents genres. Enfin, un troisieme groupe
(IIT) a inclus les genres Fusarium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor et Rhizomucor qui

interagissaient entre eux.
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3.1.3. Champignons antagonistes des pathogénes du plantain

3.1.3.1. Agents de biocontrole et champignons pathogénes du bananier

3.1.3.1.1. Champignons rhizosphériques potentiels agents de biocontrole ou pathogenes
du bananier

A partir des caractéres macroscopiques et microscopiques cinq genres des isolats ont été
identifiés comme étant des potentiels agents de biocontrdle ou pathogénes du bananier. Il s’agit
des genres Trichoderma qui a regroupé les isolats A7E, A12, A12E, A15, A29, A30, DS, D6,
I3, V4, A21 et 14, Neurospora qui a renfermé ’isolat A20, Aspergillus qui a regroupé les isolats
Al, A13E et 16, Hamigera qui a renfermé les isolats A11E et A6 et Fusarium qui a regroupé
les isolats A14E, A27 et A40.

Le séquencage et le BLAST nucléotidique effectué a partir du GenBank ont révélé que les
isolats A7E, A12, A30 et D5 appartenaient a 1’espece Trichoderma longibrachiatum avec une
similarité de plus de 98 %. Aussi, les champignons A12E, A15, A29, D6, 13 et V4 appartenaient
a l’espece Trichoderma ghanense avec une similarité de plus de 99 %. En outre, les isolats A21
et 14 appartenaient a Trichoderma reesei avec une identité¢ d’environ 100 %. La souche A20
appartenait a Neurospora dictyophora avec un pourcentage d’identité de 98,53 %. Les analyses
ont également indiqué que les moisissures Al, A13E et 16 appartenaient respectivement a
Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus et Aspergillus spinosus avec des pourcentages de
similarité de plus de 99 %. Les isolats A6 et A11E ont quant a eux présenté une similarité
d’environ 99 % a Hamigera terricola. Enfin, les souches A14E, A27 et A40 appartenaient a
Fusarium falciforme avec un pourcentage d’identité d’environ 100 % (Tableau XXV).

L’assemblage des s€quences nucléotidiques de ces especes fongiques a permis de construire
un arbre phylogénétique avec des séquences de référence spécifiques (Figure 30). L’arbre
obtenu a permis de regrouper les différentes especes en cinq classes distinctes. La premiére
classe regroupait les isolats Al, AI3E et I6 avec une similarit¢ de 100 %. I s’agit
respectivement des espéces Aspergillus fischeri, A. fumigatus et A. spinosus. La deuxieéme
classe, incluant les isolats A6 et A11E a montré une similarité de 90 % entre ces isolats et de
100 % avec ’espéce Hamigera terricola. Le troisiéme groupe, constitu¢ de I’isolat A20, a
présenté une similarit¢ de 100 % avec Neurospora dictyophora. Le quatriéme groupe,
comprenant A14E, A40 et A27 a montré des similarités de 100 % avec Fusarium falciforme.
Enfin, le cinquiéme groupe a renfermé les isolats A7E, A12, A30, D5, A12E, A15, A29, D6,
V4, 13, A21 et 14. Au sein de ce groupe, les isolats D5 et A7E se sont rapprochés de 1’espece

Trichoderma longibrachiatum (94 % de similarité). Mais, les isolats les plus similaires a cette
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espece €taient ceux codés, A12 et A30 avec un pourcentage d’identit¢ de 100 %. De plus les
especes A21 et 14 ont montré une similarité de 100 % avec Trichoderma reesei. Quant aux
isolats A12E, A15, A29, D6, I3 et V4, ils étaient similaires a Trichoderma ghanense (100 % de
similarité). De fagon générale les groupes 1 et 2 étaient plus proches. Cependant, les groupes 3,
4 et 5 comprenant respectivement les especes de Neurospora, Fusarium et Trichoderma,
formaient un clade plus proche les uns des autres.

Parmi les espéces identifiées, neuf (09) espéces appartenant aux genres antagonistes selon
la littérature ont ét€ choisies pour les tests d’antagonisme. Il s’agit des isolats A12 et A30 de
Trichoderma longibrachiatum, A12E et A29 de Trichoderma ghanense, A21 et 14 de
Trichoderma reesei, A6 et A11E de Hamigera terricola et A20 de Neurospora dictyophora.
Quant aux pathogenes, trois (03) espéces ont été sélectionnées selon la littérature. Ces especes
ont été utilisées pour les tests de confrontations, a savoir les isolats A13E (Aspergillus

fumigatus), 16 (Aspergillus spinosus) et A40 (Fusarium falciforme).
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Tableau XXV : Especes fongiques issues du Blast de séquences ITS des champignons

rhizosphériques

Code  Accessions  Especes identifiées Couverture  Valeur Pourcentage
prévue  d’identité
Al NR137479.1  Aspergillus fischeri 99 % 0,0 99,64 %
Ab NR137735.1 Hamigera terricola 99 % 0,0 99.44 %
ATE  NRI120298.1  Trichoderma longibrachiatum 99 % 0,0 98,99 %
A12  NR120298.1 Trichoderma longibrachiatum 99 % 0,0 98,83 %
A12E NR120299.1 Trichoderma ghanense 99 % 0,0 99,83 %
AI3E NRI21481.1 Aspergillus fumigatus 98 % 0,0 99,64 %
A14E NR164424.1  Fusarium falciforme 99 % 0,0 99,81 %
Al15 NRI120299.1 Trichoderma ghanense 99 % 0,0 99,67 %
A20 NR163513.1 Neurospora dictyophora 99 % 0,0 98,53 %
A21 NRI120297.1 Trichoderma reesei 97 % 0,0 100,00 %
A27 NR164424.1 Fusarium falciforme 99 % 0,0 100,00 %
A29  NR120299.1 Trichoderma ghanense 99 % 0,0 99.83 %
A30 NRI120298.1 Trichoderma longibrachiatum 98 % 0,0 99,16 %
A40 NR164424.1  Fusarium falciforme 99 % 0,0 99,81 %
A11E NRI137735.1 Hamigera terricola 98 % 0,0 99,63 %
D5 NR120298.1  Trichoderma longibrachiatum 98 % 0,0 99,15 %
D6  NR120299.1 Trichoderma ghanense 97 % 6e-118 99,57 %
13 NR120299.1 Trichoderma ghanense 98 % 0,0 99,83 %
14 NR120297.1 Trichoderma reesei 99 % 0,0 99.83 %
16 NR137489.1  Aspergillus spinosus 99 % 0,0 99,82 %
V4 NR120299.1 Trichoderma ghanense 98 % 0,0 99,66 %
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Figure 30 : Arbre phylogénétique des champignons de la rhizosphére des bananiers

3.1.3.1.2. Caractéristiques de Mycosphaerella fijiensis, agent causal de la cercosporiose
noire du bananier

Les caractéristiques des champignons isolés des surfaces foliaires des bananiers sont
résumées dans le tableau XXVI. Au total, 24 champignons de morphotypes différents ont été
isolés. Parmi ces champignons, 11 isolats (M3, M5, M7, M8, M9, M10, M14, M19, M20, M22
et M24) présentant des caracteres phénotypiques semblables a Mycosphaerella fijiensis ont fait
I’objet d’¢tudes moléculaires. Aprés amplification avec les amorces universelles ITS1 et ITS4
toutes les souches ont été confirmées comme étant des champignons par la taille des amplicons
d’environ 600 pb (Figure 31a). En revanche, ’amplification du gene 5,8 S avec le couple
d’amorces spécifiques MF137 et R635 a révélé un amplicon d’environ 966 pb uniquement pour

les souches M9 et M10. Les autres souches n’ont pas donné de produits amplifiés pour ce géne
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(Figure 31b). Ainsi, les souches M9 et M10 ont été confirmées comme étant Mycosphaerella
fijiensis. L’isolat M10 a été choisi pour la suite de ce travail. Au niveau phénotypique, ce
champignon a présenté une colonie de couleur blanc-verdatre avec un aspect légérement bombé
et des conidies présentant 2 ou 3 septas (Figure 32) pour une vitesse de croissance de 0,50

mm/jour (Tableau XXVI).

Tableau XXVI : Caractéristiques phénotypiques des champignons isolés des surfaces foliaires

des bananiers

Souches  Vitesse de croissance Aspect Couleur Nombre de septa
(mm/jour) des conidies

M1 1,10+£0,14 Plat Blanchatre Aucun
M2 1,55+0,07 Plat Verdatre Aucun
M3 0,90+ 0,14 Plat Brun-olive Aucun
M4 1,05 +0,21 Plat Verdatre Aucun
M5 0,75 £ 0,07 Plat Grisatre Aucun
M6 1,60 £0,14 Plat Jaunatre Aucun
M7 0,50 £ 0,28 Plat Blanc-rosatre 1
M8 0,92 +£0,03 Plat Jaunatre Aucun
M9 0,70 £ 0,07 Légerement bombé Brun-olive Aucun
M10 0,50 £ 0,04 Légerement bombé  Blanc-verdatre 2a3
Ml11 1,72 £ 0,03 Plat Verdatre Aucun
M12 1,40 £ 0,14 Plat Grisatre Aucun
M13 1,20+ 0,14 Plat Blanchatre Aucun
Ml14 0,92 +£0,03 Plat Blanc-olive Aucun
M15 1,37 £ 0,03 Plat Orangeatre Aucun
M16 1,60 + 0,07 Plat Jaunatre Aucun
M17 1,45+0,07 Plat Rosatre Aucun
M18 1,67 £0,03 Plat Orangeatre Aucun
MI19 0,87+0,11 Plat Jaunatre Aucun
M20 0,80 £ 0,07 Plat Blanchatre Aucun
M21 1,20 £ 0,07 Plat Noiratre Aucun
M22 0,87 £0,03 Plat Noiratre Aucun
M23 1,67+ 0,03 Plat Jaunatre Aucun
M24 0,80 +0,14 Plat Noiratre Aucun
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500 pb

1000 pb

Figure 31 : Profil électrophorétique du produit de I’amplification des isolats fongiques
a : Amplification par ITS ; b : Amplification par MF137 et R635

MT : Marqueur de Taille ; T : Témoin négatif

Figure 32 : Aspects macroscopique et microscopiques de la souche M10 (Mycosphaerella
fijiensis)

a: face ; b : revers ; c : aspect microscopique
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3.1.3.2. Activité inhibitrice des souches antagonistes sur les souches pathogénes

3.1.3.2.1. Evolution de la croissance de Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus et
Fusarium falciforme en présence des antagonistes

Les diametres moyens de croissance des colonies de Aspergillus fumigatus, Aspergillus
spinosus et Fusarium falciforme mis en co-culture en confrontation directe avec les especes
potentiellement antagonistes (7richoderma longibrachiatum (A12, A30), Trichoderma
ghanense (A12E, A29), Trichoderma reesei (A21, 14), Hamigera terricola (A 11E, A6) et
Neurospora dictyophora (A20)) isolées des échantillons de sol, sont consignées dans les figures
33, 34 et 35. Ces diverses interactions montrent une réduction de la croissance radiale des
colonies de Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus et Fusarium falciforme par rapport aux
témoins. Les confrontations réalisées avec Hamigera terricola A6 ont permis d’enregistrer les
plus grands diamétres de croissance de Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus et Fusarium
falciforme. Celle réalisée avec Trichoderma ghanense A29 a également présenté un plus grand
diamétre de croissance de Aspergillus fumigatus. Cependant, les plus petits diamétres de
croissance de ces pathogénes ont été observés dans les confrontations réalisées avec
Neurospora dictyophora (A20). Des le troisieme jour des confrontations, ce champignon a
envahi toute la boite de Petri, au détriment des pathogenes. Il s’est ensuite propagé sur ces
derniers, provoquant une inhibition marquée de leur croissance mycélienne, sans toutefois
entrainer leur destruction totale. En revanche, les autres champignons antagonistes
(Trichoderma ghanense (A12E, A29), T. longibrachiatum (A12, A30), T. reesei (A21, 14) et
Hamigera terricola (A6 et A11E)) ont induit un changement de couleur et une modification de
la forme des pathogenes. Ces champignons ont rapidement envahi la boite de Petri, sans pour

autant se développer sur les souches pathogenes (Tableau XXVII).
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A13E : Aspergillus fumigatus; A21, 14 : Trichoderma reesei; A11E, A6 : Hamigera terricola ; A12E, A29 :
Trichoderma ghanense ; A12, A30 : Trichoderma longibrachiatum ; A20 ; Neurospora dictyophora
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Figure 34 : Evolution du diamétre de croissance de Aspergillus spinosus en présence des
antagonistes en fonction du temps

16 : Aspergillus spinosus, A21, 14 : Trichoderma reesei, A11E, A6 : Hamigera terricola; A12E, A29 :
Trichoderma ghanense ; A12, A30 : Trichoderma longibrachiatum ; A20 ; Neurospora dictyophora
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Figure 35 : Evolution du diamétre de croissance de Fusarium falciforme en présence des
antagonistes en fonction du temps

AA40 : Fusarium falciforme ; A21, 14 : Trichoderma reesei; A11E, A6 : Hamigera terricola; A12E, A29 :
Trichoderma ghanense ; A12, A30 : Trichoderma longibrachiatum ; A20 ; Neurospora dictyophora
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e
Tableau XXVII : Photographies de la confrontation directe entre les pathogenes (Fusarium
falciforme, Aspergillus fumigatus et Aspergillus spinosus) avec des especes

antagonistes.

Confrontation Témoins

7M€ jour Controle (+) Controle (-)

16 (agé de 7 jours)

AA40: Fusarium falciforme; A13E: Aspergillus fumigatus; 16: Aspergillus spinosus; A21: Trichoderma reesei;
A20: Neurospora dictyophora; A30: Trichoderma longibrachiatum
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16 (agé de 7 jours)

)
2

A20 (agé de 7 jours)

S

A40 (agé de 7 jours)

o >

A30 (agée de 7 jours) A40 (agé de 7 jours)

A40 (agée de 7 jours)

A40 A2l A21 (agée de 7 jours)

A40: Fusarium falciforme; A13E: Aspergillus fumigatus; 16: Aspergillus spinosus; A21: Trichoderma reesei,
A20: Neurospora dictyophora; A30: Trichoderma longibrachiatum
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3.1.3.2.2. Evolution de la croissance de Mycosphaerella fijiensis en présence des
antagonistes

Les diamétres moyens de croissance des colonies de Mycosphaerella fijiensis (M10)
mis en co-culture en confrontation directe avec les souches potentiellement antagonistes
(Neurospora dictyophora (A20), Trichoderma ghanense (A12E), T. longibrachiatum (A30), T.
reesei (A21) et Hamigera terricola (A11E)) isolés des échantillons de sol sont consignés dans
le tableau XX VIII. Pour la confrontation avec Neurospora dictyophora (A20), a partir du 3™
jour, cette espéce a recouvert toute la boite de Petri au détriment de M. fijiensis (M10) qui
disparait par la suite complétement a partir du 15 jour de la confrontation. Les espéces
Trichoderma ghanense (A12E) et Trichoderma longibrachiatum (A30) ont empéché le
développement du pathogéne. Le diamétre moyen de Mycosphaerella fijiensis (M10) est resté
constant du 1 jour jusqu’au 30°™ jour de la confrontation (diamétre = 1,25 cm). Les
confrontations réalisées avec Trichoderma reesei (A21) et Hamigera terricola (A11E) n’ont
pas empéché la croissance de Mycosphaerella fijiensis (M10). En effet, du 1" au 10°™ jours il
a été constaté une augmentation de la croissance radiale de la souche de Mycospaerella fijiensis
(M10) de 1,25 a 1,7 cm. Par contre, du 10°™ au 30 jours il n’a plus été constaté
d’augmentation de croissance de cette souche. En outre, au cours de ces confrontations les
antagonistes (7richoderma ghanense (A12E), T. longibrachiatum (A30), T. reesei (A21) et
Hamigera terricola (A11E)) ont induit un changement de couleur et une modification de la

forme de la colonie de Mycosphaerella fijiensis (M10) (Tableau XXIX).

Tableau XXVIII : Evolution du diametre de croissance de Mycosphaerella fijiensis (M10) en

fonction du temps en présence de cing (05) antagonistes (en cm)

Confrontation  Jour 1 Jour5 Jour10 Jour 15 Jour20 Jour25  Jour 30
MI10 (témoin) 1,25 1,5 1,8 2,1 2,3 2,5 2,7
MI10 vs A20 1,25 1,25 0,9 0 0 0 0
MI10 vs A12E 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
M10 vs A30 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
MI10 vs A21 1,25 1,4 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
MI10vs A11E 1,25 1,5 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
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Tableau XXIX : Photographies de la confrontation directe entre Mycosphaerella fijiensis

(M10) et les souches antagonistes

Confrontation Témoins
30°™ jour Controle (+) Controle (-)

"MI0 AIIE  ALLE (agée de 7 jours)

M10 : Mycosphaerella fijiensis ; A21 : Trichoderma reesei ; A11E : Hamigera terricola ; A12E: Trichoderma
ghanense ; A20 : Neurospora dictyophora ; A30 : Trichoderma longibrachiatum
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3.1.3.2.3. Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches pathogénes
par les antagonistes

Les pourcentages d’inhibition de la croissance radiale des pathogeénes Fusarium falciforme,
Aspergillus fumigatus et Aspergillus spinosus au 7% jour des confrontations et de
Mycosphaerella fijiensis au 30°™ jour des confrontations in vitro sont indiqués sur la figure 36.
Les souches antagonistes ont entrainé une réduction significative de 28,95 a 60,21 %, de 47,75
a 82,13 %, de 28,64 a 73,44 % et de 37 a 100 % de la croissance radiale respectivement des
colonies de Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus, Fusarium falciforme et
Mycosphaerella fijiensis par rapport aux témoins (Figure 36). Les souches de Hamigera
terricola (A11E et A6) ont eu une forte activité inhibitrice sur la colonie de Aspergillus spinosus
par rapport aux autres pathogenes avec des pourcentages d’inhibition de 47,75 % (A6) et 57,13
% (A11E). Cependant, ces souches antagonistes ont faiblement inhibé les pathogenes
Aspergillus fumigatus, Fusarium falciforme et Mycosphaerella fijiensis. Les confrontations
réalisées avec Neurospora dictyophora ont indiqué une forte inhibition de la croissance radiale
de tous les pathogénes. La plus grande activité antifongique de cette souche a été observée sur
Aspergillus spinosus et Mycosphaerella fijiensis avec des pourcentages d’inhibition respectifs
de 82,13 % et de 100 %. La souche Trichoderma ghanense (A12E) a eu plus d’action inhibitrice
sur les pathogenes Mycosphaerella fijiensis, Aspergillus spinosus et Fusarium falciforme avec
des pourcentages d’inhibition respectifs de 53,57 %, 54,88 % et 56,46 %. Quant a Trichoderma
ghanense (A29), sa plus grande activité inhibitrice a été observée uniquement au niveau de
Aspergillus spinosus (63,18 %). Les croissances radiales des souches de Trichoderma
longibrachiatum (A12 et A30) ont aussi entrainée une réduction importante de celles des
souches pathogénes. En effet, A12 et A30 ont entrainé¢ une réduction de plus de 50 % de la
croissance de Fusarium falciforme, de Aspergillus fumigatus, de Aspergillus spinosus et de
Mycosphaerella fijiensis. Quant aux croissances radiales des souches de Trichoderma reesei
(A21 et 14), elles ont entrainé une réduction plus ou moins importante de la croissance des
souches pathogenes. Trichoderma reesei (A21) a eu plus d’effet sur Aspergillus fumigatus et
Aspergillus spinosus avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 51,67 % et 58,25 %. Cette
souche antagoniste a inhibé faiblement Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme avec
des pourcentages d’inhibition respectifs de 37 % et 41,60 %. Cependant, avec Trichoderma
reesei (14), les plus grandes activités inhibitrices ont été observées sur Fusarium falciforme et
Aspergillus spinosus avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 55,19 % et 63,60 % et la
plus faible a été observée avec Aspergillus fumigatus soit un pourcentage d’inhibition de 48,54

%.
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P =0,000000. Les box plots affectés de la méme lettre sont identiques selon le test LSD de Fisher au seuil a =5 %.
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3.1.3.3. Profils métaboliques de quelques souches antagonistes

Les profils métaboliques des souches antagonistes Neurospora dictyophora (A20),
Trichoderma ghanense (A12E), T. longibrachiatum (A30), T. reesei (A21) et Hamigera
terricola (A21) ont été déterminés pour expliquer et justifier leur activité inhibitrice sur les
souches pathogenes. Ces profils déterminés a 1’aide d’une chromatographie liquide couplée a
une spectrophotométrie de masse ont engendré des pics majeurs et mineurs, rejoignant
I’intensité des métabolites secrétés. Ces métabolites ont été donc détectés en fonction du temps
de rétention de chacun (annexe III). Au total, les souches antagonistes ont produit 56
métabolites, composés de différentes molécules chimiques. Ces métabolites appartenaient
principalement aux groupes organiques des acides carboxyliques, des terpénoides, des
stéroides, des acide gras, des phénols, des flavonoides, des amides, des triazacyclodécane, des
peptides, des sulfonamides, des esters, des disaccharides, des macrolides, des éthers, des
sphingosines, des sphingolipides, des diacylglycérols et des lipides.

Dix (10) métabolites, dont trois acides carboxyliques, un terpénoide, un stéroide, un ester,
un amide, un phénol, un triazacyclodécane et un peptide ont été extraits de la souche de
Hamigera terricola (A11E) (Tableau XXX). Sept (07) métabolites, incluant trois peptides, un
disaccharide, un acide carboxylique, un terpénoide et un phénol ont été produits par la souche
de Trichoderma longibrachiatum (A30) (Tableau XXXI). Dix-sept (17) métabolites, parmi
lesquels se trouvaient six peptides, trois flavonoides, deux terpénoides, un macrolide, un
phénol, un éther, un ester, une sphingosine et un lipide ont été extraits de la souche de
Trichoderma ghanense (A12E) (Tableau XXXII). Quant a la souche de Trichoderma reesei
(A21), huit (08) métabolites, comprenant trois peptides, un terpénoide, un phénol, un
diacylglycérol, un amide et un sphingolipide ont pu étre isolés (Tableau XXXIII). Enfin,
I’extrait de Neurospora dictyophora (A20) a révélé la présence de treize (13) composés, dont
trois flavonoides, deux esters, deux lipides, un acide carboxylique, un amide, un peptide, un

sulfonamide, un acide gras et un sphingolipide (Tableau XXXIV).
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Tableau XXX : Métabolites isolés de la souche de Hamigera terricola (A11E)

Métabolites

App.

Groupe

Acide (2Z7)-2-[(E)-6-(hydroxyméthyl)-2,4,8,10-tétraméthyldodéc-

2-énylidéne]-4-méthylpentanedioique

Acide carboxylique

Acide (4aR)-5-hydroxy-6-méthoxy-1,1-diméthyl-7-propan-2-yl-

2,3,4,9,10,10a-hexahydrophénanthréne-4a-carboxylique Acide carboxylique
Eudesmine Eudesm-4(14)-ene Terpénoide
Acide 5-phénylvalérique Acide 2-phénylbutanoique
Acide carboxylique
24-Ethylepicoprostanol 24-Ethylepicoprostanol Stéroide
Benzocaine Ethyle aminobenzoate Ester
(2E,4E,12Z)-N-(2-méthylpropyl)octadéca-2,4,12-triénamide N-isobutyl-2,4,12-octadécatriénamide
Amide
(1s)-1,5-anhydro-1-[2,4,6-trihydroxy-3-(4-
) . KST-1A0671 Phénol
hydroxybenzoyl)phényl]-d-glucitol
(3S,6R,9S,12R,158S,18R)-3-[(2R)-2-Butanyl]-6-isobutyl-
9,12,15,18-tétraisopropyl-4,10,16-triméthyl-1,7,13-trioxa- NCGC00386077-01 Triazacyclodécane
4,10,16-triazacyclooctadécane-2,5,8,11,14,17-hexone
Enniatine A1l UNII-39458R1529 Peptide

App. : appellation commune selon (NIST/Pubchem)
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Tableau XXXI : Métabolites isolés de la souche de Trichoderma longibrachiatum (A30)

Meétabolites App. Groupe

cyclo(L-Phe-D-Pro) cyclo(L-Phe-D-Pro) Peptide

Tréhalose D-Tréhalose Disaccharide

Acide (18S,4a8S,5S,7aS)-7-(acétyloxyméthyl)-5-hydroxy-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-

3.,4,5-trihydroxy-6-(hydroxyméthyl)oxan-2-ylJoxy-1,4a,5,7a- Acide carboxylique

tétrahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylique

(1R,48S,7R,8S)-7-[(2E,4E)-hexa-2,4-diénoyl]-3-hydroxy-8-[(2S)-3-hydroxy-

2,4-diméthyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl]-5-[(2E,4E)-1-hydroxyhexa-2,4- Trichotétronine Terpénoide

diéne-1-ylidéne]-1,3-diméthylbicyclo[2.2.2]octane-2,6-dione

Trichorozine-IV CHEBI:202367 Phénol
3-N-méthylvaline enniatine Peptide

Enniatine B

Enniatine A UNII-59877B2BST Peptide

App. : appellation commune selon (NIST/Pubchem)
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Tableau XXXII : Métabolites isolés de la souche de Trichoderma ghanense (A12E)

Meétabolites App. Groupe
Trichosporine-B-Illc DTXSID80153341 Macrolide
Hypomurocine-A-2 CHEBI:213588 Peptide
Trichorozine-IV CHEBI:202367 Phénol
3,6,9,12-Tétraoxatétracosan-1-ol Ether monododécylique de tétraéthyléne glycol Ether
1-(2,4-dihydroxy-6-méthoxy-3,5-diméthylphényl)-3- Flavonoide

Angolétine phénylpropan-1-one
Picéine Améliaroside Terpénoide
Monobéhénine Ester
cyclo(L-Val-L-Pro) cyclo(L-Pro-L-Val) Peptide
Val-Val L-valyl-L-valine Peptide

(3S,8aS)-3-isobutylhexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazine-1,4-dione Peptide
cyclo(L-Leu-L-Pro)
cyclo(L-Phe-D-Pro) cyclo(L-Phe-D-Pro) Peptide
(3S,6R,9S,12R,158,18R)-3-butan-2-yl-4,10,16-
triméthyl-6,9,12,15,18-penta(propan-2-yl)-1,7,13-trioxa- Enniatine B1 Peptide
4,10,16-triazacyclooctadécane-2,5,8,11,14,17-hexone

Acétate de [3 5,5 5,10 5,11 R,13 R ,14 5,17 R)-3-(5-
acétyloxy-3-hydroxy-4-méthoxy-6-méthyloxan-2-yl)oxy-10-

formyl-5,14-dihydroxy-13-méthyl-17-(5-oxo0-2 H -furan-3-yl)-

Sarmentoside B 2,3,4,6,7,8,9,11,12,15,16,17-dodécahydro-1 H - Terpénoide
cyclopenta[a]phénanthréne-11-yle]

Phytosphingosine (2S,3S,4R)-2-aminooctadécane-1,3,4-triol Sphingosine
Daidzéine 7-hydroxy-3-(4-hydroxyphényl)chroméne-4-one Flavonoide
Génistéine 5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphényl)chromene-4-one Flavonoide
DGTS 16:0 DGTS (16:0/20:4 (5Z, 8Z, 11Z, 147) Lipide

App. : appellation commune selon (NIST/Pubchem)
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Tableau XXXIII : Métabolites isolés de la souche de Trichoderma reesei (A21)

Meétabolites App. Groupe
1R,4S,7R,8S)-7-[(2E,4E)-hexa-2,4-diénoyl]-3-hydroxy-8-[(2S)-3-

hydroxy-2,4-diméthyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl]-5-[(2E,4E)-1-

hydroxyhexa-2,4-di¢ne-1-ylidéne]-1,3-diméthylbicyclo[2.2.2]octane-2,6- Trichotétronine Terpénoide
dione

Trichorozine-IV CHEBI:202367 Phénol
Phytosphingosine (2S,3S,4R)-2-aminooctadécane-1,3,4-triol Sphingolipide
Hypomurocine-A-2 CHEBI:213588 Peptide
Cyclo(L-Phe-D-Pro) cyclo(L-Phe-D-Pro) Peptide
cyclo(L-Leu-L-Pro) (3S,8aS)-3-isobutylhexahydropyrrolo[1,2- Peptide

alpyrazine-1,4-dione

DG(20:4_18:0) DG(20:4(57,82,1172,147)/18:0/0:0 Diacylglycérol
(2E,4E,12Z)-N-(2-méthylpropyl)octadéca-2,4,12-triénamide N-isobutyl-2,4,12-octadécatriénamide Amide

App. : appellation commune selon (NIST/Pubchem)
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Tableau XXXIV : Métabolites isolés de la souche de Neurospora dictyophora (A20)

Meétabolites App. Groupe
Acide (9Z,127,15Z)-octadéca-9,12,15-triénoique Acide gras
(2E,4E,127Z)-N-(2-méthylpropyl)octadéca-2,4,12-triénamide N-isobutyl-2,4,12-octadécatriénamide Amide
3-méthylbut-2-énoate de 2-(7-0x0-2,3-dihydrofuro[3,2- Ester
g|chromen-2-yl)propan-2-yle
Acide (4aR)-5-hydroxy-6-méthoxy-1,1-diméthyl-7-propan-2-
yl-2,3,4,9,10,10a-hexahydrophénanthréne-4a-carboxylique Acide carboxylique
(3R)-3-tétradécanoyloxy-4-(triméthylazaniumyl)butanoate Tétradécanoylcarnitine Ester
Acide 2-((4R)-4-((3R,5S,9S,10S,13R,14S,17R)-3-hydroxy-
10,13-diméthyl-7-oxohexadécahydro-1H-
cyclopenta[a]phénanthréne-17-yl)pentanamido)éthane-1- Sulfonamides
sulfonique
5-hydroxy-3-(4-hydroxyphényl)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxyméthyl)oxan-2-ylJoxychromene-4-one Génistine Flavonoide
DGTS 16:0 DGTS (16:0/20:4 (5Z, 8Z, 11Z, 14Z) Lipide
DGTS 18:2 DGTS 2:0-16:2 Lipide
cyclo(L-Phe-D-Pro) cyclo(L-Phe-D-Pro) Peptide
Phytosphingosine (2S,3S,4R)-2-aminooctadécane-1,3,4-triol

Sphingolipides
Daidzin Daidzoside Flavonoide
Astragaline Kaempférol 3-O-glucoside Flavonoide

App. : Appellation commune selon (NIST/Pubchem)
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3.1.3.4. Activité inhibitrice des métabolites totaux des souches antagonistes sur les
pathogénes

3.1.3.4.1. Quantité des métabolites totaux extraits des souches antagonistes

Les masses des métabolites obtenues par extraction a 1’acétate d’éthyle et au
cyclohexane ont varié¢ de 39 mg a 65 mg selon les souches antagonistes (Tableau XXXV). En
effet, la masse de métabolites la plus élevée (65 mg), a été obtenue avec la souche A30
(Trichoderma longibrachiatum), tandis que A21(Trichoderma reesei) a donné la plus faible
quantité¢ (39 mg). Les autres souches A20 (Neurospora dictyophora), A12E (Trichoderma
ghanense) et A11E (Hamigera terricola), ont produit respectivement 50 mg, 45 mg et 43 mg

de quantité de métabolites.

Tableau XXXV : Masse des extraits fongiques par souche antagonistes

Souches antagonistes A20 A30 A21 Al12E AllE
Masse (mg) 50 65 39 45 43

3.1.3.4.2. Activité antifongique des métabolites des souches antagonistes sur les
pathogénes Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme

Les différents métabolites des souches antagonistes ont inhibé la croissance des souches

pathogénes. L’analyse de variance a indiqué que le pourcentage d’inhibition de la croissance

mycélienne de Mycosphaerella fijiensis et de Fasarium falciforme varie de maniere

significative en fonction de I’extrait métabolite (p < 0,05), de la concentration (p < 0,05) et de

leur interaction (p < 0,05) (Tableaux XXXVI et XXXVII).
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.|
Tableau XXXVI : Analyse de variance du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de Mycosphaerella fijiensis en fonction de 1’extrait

métabolite, de la concentration et de leur interaction

Source de variance Degrés de liberté (DL) Déviance (D) Degrés de liberté Déviance résiduelle Pr(>Chi)
résiduels (DL-res) (D-res)
NULL - - 39 4,7319 -
Extrait 4 0,0529 35 4,6790 <2,2 x 10716 *E*
Concentration 3 3,9889 32 0,6901 <22 x 10716 **k*
Extrait:Concentration 12 0,6794 20 0,0106 <22 x [Q716 ®**
w5 < 0,001

Tableau XXXVII : Analyse de variance du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium falciforme en fonction de I’extrait

meétabolite, de la concentration et de leur interaction

Source de variance Degrés de libert¢ (DL)  Déviance (D) Degrés de liberté Déviance résiduelle '
résiduels (DL-res) (D-res) Pr(>Chi)
NULL - - 39 24,0274 -
Extrait 4 0,6755 35 23,3520 <2,2 x Q716w
Concentration 3 21,0824 32 2,2695 <22 x 10716 *¥*
Extrait:Concentration 12 2,2319 20 0,0376 <22 x 1Q716 wkk
< 0,001
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L’activité inhibitrice des extraits métabolites des souches antagonistes avec les

pathogenes Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme est illustrée par la figure 37.

Tous les extraits métabolites ont induit une inhibition totale (100 %) de la croissance du
pathogéne M. fijiensis a partir de 2,5 mg/mL. A 1,25 mg/mL, les métabolites de la souche
Trichoderma reesei (A21) a présenté la meilleure inhibition avec 58,59 %, tandis que ceux de
la souche Trichoderma ghanense (A12E) ont induit I’inhibition la plus faible, a 26,11 %.
L’allure des courbes révele une réponse rapide de 1’inhibition avec 1’augmentation de la
concentration. Le tableau XXXVIII présente les parametres antifongiques de ces extraits
métabolites des souches antagonistes. L’extrait métabolite de Trichoderma reesei (A21) s’est
distingué par sa concentration inhibitrice a 50 % (CI50) la plus basse, soit 0,99 mg/mL, et une
concentration minimale fongicide (CMF) de 5 mg/mL. Les extraits métabolites des souches de
Neurospora dictyophora (A20), de Hamigera terricola (A11E) et de Trichoderma
longibrachiatum (A30) ont également montré de bonnes performances, avec des CIS50
respectives de 1,08 mg/mL, 1,16 mg/mL et 1,50 mg/mL, ainsi qu’une CMF de 5 mg/mL. En
revanche, I’extrait métabolite de la souche Trichoderma ghanense (A12E) a induit la CI50 la

plus élevée, a 1,65 mg/mL avec une CMF plus ¢élevée de 10 mg/mL.

Concernant le pathogene Fusarium falciforme, tous les extraits métabolites des souches
antagonistes ont induit une inhibition totale (100 %) de sa croissance a partir de la concentration
10 mg/mL. A la concentration 1,25 mg/mL d’extrait métabolites, la souche Trichoderma
longibrachiatum (A30) a obtenu la meilleure inhibition avec 15,48 %, tandis que celle de la
souche Neurospora dictyophora (A20) présentait la plus faible inhibition a 7,06 %. A la
concentration 2,5 mg/mL, I’extrait métabolite de Neurospora dictyophora (A20) induisait 40,35
% d’inhibition, et a 5 mg/mL, celui-ci devenait tres efficace, avec une inhibition totale de la
croissance mycélienne (100 %). Les extraits métabolites des souches de Trichoderma ghanense
(A12E) et de Trichoderma reesei (A21) ont montré respectivement des inhibitions de 43,82 %
et 40,71 % a 5 mg/mL, tandis que ceux de Hamigera terricola (A11E) présentaient une
inhibition de 36,29 % et ceux de Trichoderma longibrachiatum (A30) une inhibition de 36,11
% a cette méme concentration. Les courbes indiquent également une réponse rapide de
I’inhibition avec I’augmentation de la concentration. L.’analyse des paramétres antifongiques
de ces extraits métaboliques des souches antagonistes a révélé que I’extrait métabolite de
Neurospora dictyophora (A20) était le plus efficace, avec une CI50 de 2,9 mg/mL et une CMF
de 5 mg/mL. Les extraits métabolites des souches de Trichoderma ghanense (A12E) et de

Trichoderma longibrachiatum (A30) ont également montré de bonnes performances, avec des
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CI50 respectives de 6,3 mg/mL et 7,92 mg/mL, ainsi qu'une CMF de 10 mg/ml. En revanche,
les extraits métabolites de Trichoderma reesei (A21) et de Hamigera terricola (A11E) ont
montré des CI50 plus élevées, respectivement de 9,01 mg/mL et 9,05 mg/mL, avec des CMF
supérieures a 10 mg/mL (Tableau XXXVIII).

Extrait A11E =+ A12E + A20 + A21 A30

F. falciforme M. fijiensis
100 - = =
>3
=
.2
= 75
=
=
=
=
&% 50
8
=
-5}
o
E
& 25

1,25 2,5 5 10 1,25 2,5 5 10

Concentration (mg/ml)

Figure 37 : Pourcentage d’inhibition de la croissance de Mycosphaerella fijiensis et de Fusarium
falciforme en fonction de la concentration des extraits fongiques

Tableau XXXVIII : Variation des CIS0 (Concentration qui induit 50 % d’Inhibition), CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) et CMF (Concentration Minimale
Fongicide) en fonction des extraits

Parametres antifongiques

Mycosphaerella fijiensis Fusarium falciforme
Extraits fongiques CI50 CMI CMF CI50 CMI CMF
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
A12E 1,65 2,5 10 6,3 <10 10
A21 0,99 2,5 5 9,01 10 >10
A30 1,50 2,5 5 7,92 <10 10
A20 1,08 2,5 5 2,9 <5 5
Al11E 1,16 2,5 5 9,05 10 >10
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3.1.3.5. Synthése des actions antagonistes

Le tableau XXXIX présente 'activité inhibitrice de différents champignons antagonistes
(Neurospora dictyophora (A20), Trichoderma ghanense (A12E), T. longibrachiatum (A30), T.
reesei (A21) et Hamigera terricola (A21)) vis-a-vis de certains champignons pathogénes du
bananier. Cette activité inhibitrice a été évaluée a la fois en confrontation directe et par I'effet

des métabolites secondaires de ces antagonistes.

En confrontation directe, tous les agents de biocontréle ont montré une activité inhibitrice
sur la croissance des pathogénes. Parmi ceux-ci, Neurospora dictyophora (A20) a présenté la
plus forte activité inhibitrice. Au niveau des métabolites secondaires, tous les champignons
antagonistes ont présenté une forte activité inhibitrice sur les champignons pathogénes. Les
principaux modes d'action utilisés par ces antagonistes pour inhiber la croissance mycélienne
des pathogenes ont été la compétition pour 1’espace et les nutriments et 1'antibiose. Cependant,
Neurospora dictyophora (A20) a eu un mode d'action plus complet, combinant la compétition,
l'antibiose et le mycoparasitisme. Ces antagonistes ont montré des capacités inhibitrices
remarquables, a la fois par leur comportement en confrontation directe et par 1'action de leurs

métabolites secondaires.

Tableau XXXIX : Activité inhibitrice des champignons antagonistes en confrontation directe
avec les pathogenes et effet inhibiteur de leurs métabolites secondaires sur

ces pathogénes

Confrontations Effets des

Moisissures directes métabolites Modes d’action
Al12E + ++ Compétition + antibiose
A21 + ++ Compétition + antibiose
A30 + ++ Compétition + antibiose
A20 ++ ++ Compétition + antibiose + mycoparasitisme
All1E + ++ Compétition + antibiose

++ : forte activité inhibitrice ;
+ : faible activité inhibitrice
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3.2. Discussion

3.2.1. Typologie des bananeraies de la zone agroécologique du Haut-Sassandra

Face aux impacts du changement climatique, les cultivateurs de plantain dans la zone
agroécologique du Haut-Sassandra combinent diverses stratégies d’adaptation afin de préserver
leur production. Ces approches affectent les caractéristiques physico-chimiques des sols ainsi
que la disponibilité¢ des microorganismes.

Dans cette zone agroécologique, il existe de grandes plantations de plus d’un hectare,
reparties selon les départements. La moyenne de la superficie des bananeraies du plantain en
Cote d’Ivoire est d’un hectare (Traoré et al., 2009). La région du Haut-Sassandra fait partie
donc des zones de forte production du plantain comme indiqué par Audrey (2015) sur 1’étude
de la filiére banane plantain en Cote d’Ivoire. Cependant, peu de plantations dans le
département de Vavoua font plus d’un hectare. En effet, les populations de ce département
s’intéressent de plus en plus a la culture d’anacardier délaissant les autres cultures.

Dans la région du Haut-Sassandra, la culture du plantain est dominée par les ivoiriens. Cela
pourrait étre li¢ au fait que la majorité des terres cultivées sont des propriétés familiales et la
banane fait partie des habitudes alimentaires de ces populations. Des observations similaires
ont été¢ mis en évidence par Traoré ef al. (2009) sur le systeéme de culture du plantain en milieu
paysan dans les départements d’ Aboisso, d’Agboville, de Bouaflé, de Gagnoa et de San-Pedro
(Cote d’Ivoire). La plupart des planteurs ont un niveau d’étude moyen et sont de sexe masculin.
En effet, les femmes s’intéressent plus aux cultures maraichéres et au commerce dans la région
du Haut-Sassandra selon les travaux de Mathata (2020). La majorité des producteurs est jeune
car la mise en place et I’entretien des bananeraies nécessitent assez de travaux physiques. Ces
travaux seraient donc treés pénibles pour les femmes et les vieillards comme le soulignent les
travaux de Guengant (2007) et ceux de Assiri et al. (2009). Les producteurs disposent en général
de 2 a 4 plantations et les récoltes sont destinées a 1’alimentation et a la commercialisation.

Les plantations se font par des cultures sur-briilis qui demandent peu de travail. Cette
pratique avec ses avantages comme la fertilisation de la terre par la cendre et la suppression de
certaines nuisibles, entraine la déforestation, la dégradation du sol, I’augmentation de 1’érosion
et I’asséchement du climat. Ce constat a été déja fait par Alexandre (2019) sur des agriculteurs
pratiquant 1’agroforesterie sur les flancs de montagne de Man (Cote d’Ivoire). Les variétés
cultivées sont issues généralement d’une ancienne plantation et leur mode d’acquisition sans
controle montrent clairement que les producteurs sont confrontés au probléme de matériel de

plantation. En effet, plus de 90 % des rejets sont acquis avec un voisin.
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Ces résultats ne corroborent pas ceux de Traoré et al. (2009) qui indiquent que 80 % des rejets
sont acquis sur le marché dans les départements d’ Agboville et d’Aboisso. Presque toutes les
plantations sont entretenues 2 a 4 fois par an et étaient jeunes (2 a 5 ans d’age). Ceci pourrait
étre a I’origine de la bonne production observée dans 32,4 % des bananeraies au cours des deux
derniéres années. Cependant, le méme matériel d’entretien utilis¢é pour I’ensemble des
plantations pourrait entrainer une transmission des maladies phytopathogénes d’une plantation
a une autre.

Les chefs d’exploitation utilisent fréquemment a la fois les produits chimiques et la méthode
manuelle pour lutter contre les mauvaises herbes comme ’ont décrit aussi les travaux de Bakry
et al. (2005). La lutte contre les maladies se fait généralement a I’aide de la méthode empirique,
c’est-a-dire destruction du bananier présentant une large gamme de symptomes de maladies.
Ces méthodes de lutte empirique s’apparentent aux méthodes biologiques et seraient a I’origine
de la durabilité de la production. Généralement, les produits de synthése chimique sont trés peu
utilisés contre les maladies du bananier plantain en Afrique (NKendah & Akyeampong, 2003).
L’utilisation des engrais organiques pour la fertilisation assure aussi la durabilité de la filiere
banane plantain, comme ’a indiqué Hedegla (2022) sur celle du Benin.

Les bananeraies investiguées sont installées majoritairement sur des terrains plats, ce qui
limite les phénomenes d’érosion. La culture du plantain dans le Haut-Sassandra est marquée
principalement par 1’association culturale. Les mémes observations ont été faites par Vawa et
al. (2015) sur la replantation annuelle des cultures de plantain en Cote d’Ivoire. Les plants de
ces exploitations en association étaient robustes avec le feuillage en majorité verte. Quant aux
bananeraies en monoculture, 87,5 % ont présenté une mauvaise production. Les effets positifs
observés chez la plupart des bananeraies en association seraient li€s au fait que les plantes
associées avec les bananiers jouent un role d’ombrage précieux pour les bananiers en atténuant
les effets de la lumiére solaire et de la chaleur excessive. Ces observations sont en adéquations
avec ceux de Souza et al. (2012) qui indiquent que dans un systéme d’association de cultures
certaines plantes se comportent comme des arbres d’ombrage pour d’autres. L’atténuation du
stress thermique permet a la plante de maintenir sa transpiration a un niveau optimal (Meven,
2015). Des producteurs utilisent des plantes de couvertures pour limiter 1’érosion des sols et
lutter contre les adventices. Ces plantes joueraient également un role d’ombrage précieux dans
les plantations et permettraient 1’accroissement de la fertilité des sols par ’apport de matiere
organique, la fixation de ’azote, ’augmentation de la biodiversité et la diminution du risque de

lixiviation de 1’azote (Toussaint, 2010).
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Des haies vives sont souvent constituées soient de plantes d’hévéa ou de teck. Des
observations similaires ont été faites par Kouamé et al. (2019) sur les stratégies et pratiques
paysannes de gestion durable de la fertilité des sols dans le département de Korhogo au Nord
de la Cote d’Ivoire.

La culture du bananier de la zone d’étude est soumise a diverses contraintes a savoir les
pressions des maladies biotiques et abiotiques. Des résultats similaires ont été obtenus par
Kouakou et al., (2016) sur les plateformes d’innovation de la filiere du plantain en Cote
d’Ivoire. En effet, toutes les plantations investiguées ont présenté souvent des symptomes de
maladies. Des producteurs attribuaient ces maladies a la sécheresse et au mauvais état du sol.
Or ces maladies pourraient étre aussi liée aux agents phytopathogénes (Perez-Vicente et al.,
2014). En effet, la coloration jaune des feuilles et les bananiers chétifs observés pourraient étre
liés a la présence de certains pathogenes fongiques et bactériens dans ces exploitations (Perez-
Vicente ef al., 2014). Les taches foliaires noires observées dans plusieurs plantations pourraient
étre dues a la présence du pathogéne Mycosphaerella responsables des maladies foliaires

(Gasparotto et al., 2005).

Les sols rhizosphériques des bananiers de la région du Haut-Sassandra ont montré une
grande variabilité des caractéristiques physico-chimiques, ce qui pourrait avoir un impact direct
sur la gestion agricole et la productivité des bananiers. Ces sols sont acides ; caractéristiques
des sols tropicaux. Cette acidité pourrait limiter la disponibilité de certains nutriments, tels que
le phosphore, mais reste globalement adaptée a la culture du plantain, comme stipulé par
Thiémeélé et al. (2017) sur la production de banane plantain en Cote d’Ivoire. Le rapport C/N
indique que la décomposition de la matiere organique est plus lente dans certains sols, comme
ceux des systemes d’association de Zoukougbeu et de Vavoua ; ce qui permet une libération
plus réguliere des nutriments, notamment 1’azote. Cette caractéristique est particulierement
bénéfique pour maintenir une fertilité durable (Gagnard et al. ,1988). Cependant, les rapports
C/N plus bas observés dans des sols comme ceux des monocultures de Daloa et Issia indiquent
une disponibilité plus rapide de 1’azote, augmentant le risque de lessivage de l’azote et
d’épuisement de la fertilité du sol a long terme (Znaidi, 2002). Par ailleurs, la texture des sols,
avec des proportions variables de sable (fin et grossier) et de limon grossier, influence
¢galement la gestion de I’eau et la disponibilité¢ des nutriments. Les sols limono-sableux,
comme ceux de Daloa, de Vavoua et d’Issia, qui contiennent plus de sable grossier, peuvent
souffrir d’un drainage rapide et d’une perte plus importante de nutriments par lessivage, ce qui

pourrait limiter la productivit¢ des bananiers si 1’irrigation et la gestion des amendements
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organiques ne sont pas adaptées (Baize, 2018 ; Cordeau et al, 2024). Cependant, le sol
limoneux des systémes d’association de Zoukougbeu, avec ses proportions considérables en
limon grossier et en sable fin, présente une bonne capacité de rétention d’eau, ce qui est
favorable a la culture du bananier en assurant une humidité stable et en évitant le lessivage

rapide des nutriments (Kwa & Temple, 2019 ; Idi-Issa, 2022).

3.2.2. Champignons rhizosphériques des bananeraies dans la Région du Haut-Sassandra

La rhizosphere constitue un réservoir de divers microorganismes a interactions bénéfiques

ou non pour les plantes. Dans cette étude un intérét particulier a été accordé aux champignons
présents dans le sol rhizosphérique des bananiers de la région du Haut-Sassandra

L’analyse microbiologique de sol prélevés a partir des seize (16) bananeraies de la zone
agroécologique de la région du Haut-Sassandra, a révélé une diversité fongique dans le sol de
ces plantations. Les champignons isolés appartiennent a quatorze (14) genres fongiques que
sont Hamigera, Trichoderma, Neurospora, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizomucor,
Rhizopus, Absidia, Alternaria, Acremonium, Scytalidium, Scedosporium et Bipolaris. De
nombreux travaux indiquent que ces différents genres fongiques isolés, sont des champignons
inféodés aux sols rhizosphériques des bananiers (Amine, 2016 ; Ouali & Yaddaden, 2019 ;
Boutiba ef al., 2021). Les bananeraies des zones de Zoukougbeu et de Issia ont présenté les
plus hauts indices de diversité (H’) et d’équitabilité (E), ce qui signifie qu’elles ont une riche
variété¢ de champignons bien répartis. Cette forte diversité fongique dans ces milieux pourrait
favoriser des interactions symbiotiques et améliorer la santé des sols (Zine & Talha, 2020). En
revanche, bien que les plantations de la zone de Daloa et celles de Vavoua ont affiché une
diversité notable, leur répartition en genres fongiques était moins équilibrée. Certains genres
étaient donc prédominants dans les bananeraies de ces départements comme 1’ont décrit les
travaux de Djetti et al. (2015).

Les charges fongiques des sols rhizosphériques étaient significativement plus ¢élevées dans
les systémes d’association par rapport aux monocultures. Ces résultats corroborent ceux de
Freschet ef al. (2018), qui ont montré que la diversité des cultures favorise une communauté
microbienne plus importante dans le sol, indispensable a sa santé. En revanche, les
monocultures, avec des charges fongiques plus faibles, pourraient étre plus vulnérables aux
pathogenes ; ce qui limiterait la capacité des plantes a se défendre dans ces systémes. La
richesse spécifique (s) des bananeraies en genres de micromycetes était €également plus

importante au niveau des systémes d’associations culturales par rapport aux monocultures.
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Cela pourrait s’expliquer par plusieurs mécanismes écologiques. En effet, dans les systemes
diversifiés, la coexistence de différentes espéces végétales crée une variété de niches
¢cologiques qui favorisent 1’établissement d’une plus grande diversit¢é de micromyceétes
d’apres les études de Amani et al. (2023). Cette diversité végétale enrichit également le sol en
matiere organique, essentielle pour la croissance de ces microorganismes (Mouria et al., 2013).
De plus, la réduction de la compétition pour les ressources dans un environnement diversifié
permet a un plus grand nombre de moisissures de prospérer (Freschet ef al., 2018).

La corrélation entre les propriétés physico-chimiques des sols et les champignons
rhizosphériques a révélé que la répartition de ces champignons était fortement influencée par
plusieurs facteurs, notamment la texture du sol (composée essentiellement de sable fin, limon
fin et argile), ainsi que le carbone (C), I’azote (N) et le pH. Une forte corrélation a été observée
entre certains champignons, tels qu’Aspergillus, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Scytalidium,
et la teneur en argile, malgré sa faible proportion dans les sols rhizosphériques analysés. Ces
résultats corroborent les conclusions de Cazabonne (2024), qui ont montré que méme de faibles
concentrations en argile peuvent favoriser la présence de certains genres fongiques, comme
Aspergillus, Rhizomucor et Scytalidium, suggérant qu’une faible teneur en argile, en
combinaison avec d’autres éléments de la texture du sol, peut créer un environnement propice
a ces microorganismes. Par ailleurs, une corrélation marquée a €té observée entre des
champignons tels que Alternaria, Scedosporium, Absidia, Bipolaris, Acremonium,
Trichoderma, Neurospora et Hamigera, et la richesse en carbone et azote, ainsi que les fortes
teneurs en sable fin et en limon fin. Ces résultats sont en accord avec ceux de Idi-Issa (2022),
qui ont mis en évidence I’importance des sols sablo-limoneux et riches en matieres organiques
pour la croissance de nombreux champignons. Cependant, des recherches antérieures, telles
que celles de Faso (2010), ont montré que des sols excessivement riches en carbone peuvent
inhiber la croissance de certains champignons, ce qui suggere que l’interaction entre le
carbone, I’azote et d’autres parametres du sol peut varier en fonction des genres fongiques.
Enfin, une corrélation marquée a été observée entre le genre Fusarium et le pH du sol ; ce
dernier étant généralement moins acide (pH proche de 7). Cette tendance est également
confirmée par les travaux de Tivoli et al. (1990), qui ont montré que Fusarium préfére les sols
moins acides. Toutefois, d’autres études, telles que celles de Dumestre et al. (1997), ont
indiqué que certaines especes de Fusarium peuvent également se développer dans des sols
légerement acides, ce qui souligne la complexité de la relation entre ce genre fongique et le

pH.
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L’Analyse en Composantes Factorielles (AFC) a indiqué que les systémes culturaux
influencent de manicre significative la répartition des genres fongiques, une relation qui est
expliquée a plus de 75 % par les deux premiers axes de I’analyse. Cela indique un impact
notable des pratiques agricoles sur la diversité fongique observée. Dans les systémes
d’association culturales, a 1’exception de ceux du département de Vavoua, les champignons
Trichoderma, Neurospora, Absidia, Scedosporium, Alternaria et Hamigera ont été les plus
fréquemment isolés. Dans ces systémes, les bananiers étaient associés a des caféiers et des
cacaoyers, tandis que dans ceux de Vavoua, les bananiers €taient cultivés en association avec
des anacardiers, ainsi que des cultures maraicheres (le gombo et le piment). La présence de ces
champignons semble donc étre liée a la nature des cultures associées aux bananiers, comme
stipulé par Freschet et al. (2018) sur les interactions entre le sol et la végétation. L’abondance
des genres Hamigera, Trichoderma et Neurospora dans la majorité des systemes d’association
est favorable, car ces moisissures sont reconnues pour leurs propriétés antagonistes puissantes
contre de nombreux agents pathogenes fongiques (Jenny et al., 2022 ; Howell, 2002 ; Mulaw
et al., 2013). Ainsi, ces champignons pourraient jouer un role important dans la réduction des
maladies fongiques sur les bananiers dans ces régions (Mulaw et al., 2013). En revanche, dans
les monocultures et les associations culturales de Vavoua, une présence plus marquée des
genres Bipolaris, Acremonium, Mucor, Scytalidium, Rhizomucor, Rhizopus, Aspergillus et
Fusarium a été observée. La dominance de certains genres fongiques, notamment Fusarium et
Aspergillus qui renfermeraient des especes pathogénes. Ces pathogenes pourraient causer
d’importantes pertes de production de banane, comme I’indiquaient Aguayo et al. (2017). Ces
auteurs précisent que certaines especes de Fusarium et d’Aspergillus sont responsables de
diverses maladies du bananier, telles que la pourriture de la couronne, les taches en pointes de
diamant, le pourridié¢ fongique, la fusariose, la pourriture du pédoncule et la pouriture du cceur
du pseudo-tronc.

L’analyse factorielle des interactions entre les champignons rhizosphériques a mis en
¢vidence le role central de ces interactions dans la structuration de la communauté fongique de
la rhizosphere. Ces interactions ont offert trois classes de champignons saprophytes de la
rhizosphere du bananier. Une premicre classe constituée des genres Trichoderma, Hamigera
et Neurospora qui pourraient €tre des antagonistes. Une deuxieme classe composée de
champignons tels que Acremonium, Bipolaris, Scytalidium, Absidia, Alternaria et
Scedosporium, et une troisieme classe regroupant des champignons comme Fusarium,
Aspergillus, Rhizopus, Mucor et Rhizomucor qui pourraient étre des pathogenes pour le

bananier. Cette analyse est confirmée par le dendrogramme qui a offert également trois
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distincts groupes de champignons, montrant ainsi les relations écologiques et les dynamiques
qui régissent ces groupes au sein de la rhizosphére. Le premier groupe, composé de
Trichoderma, Hamigera et Neurospora, s’est caractérisé par des interactions particuliérement
fortes entre ses membres. Dans les environnements ou ces champignons €taient prédominants,
la présence des autres especes fongiques tendait a diminuer. Cela suggere que Trichoderma,
Hamigera et Neurospora ont exercé une répression, voire une forme de dominance, sur les
autres champignons. Trichoderma, en particulier, est réputé pour ses propriétés antagonistes et
compétitives, notamment contre les champignons pathogénes. Cette capacit¢ a limiter la
diversité fongique dans la rhizosphére a été soulignée par plusieurs études, dont celle de Nawaz
et al. (2018), qui a mis en lumiére la production par Trichoderma de puissants métabolites
secondaires capables d’inhiber la croissance d’autres champignons, en faisant ainsi un
régulateur clé de la communauté fongique du sol. Les interactions entre Hamigera, Neurospora
et Trichoderma semblent favoriser un environnement défavorable pour les autres
champignons. Le deuxiéme groupe était compos¢ de Acremonium, Bipolaris, Scytalidium,
Absidia, Alternaria et Scedosporium, des champignons associés a la rhizosphére de plusieurs
plantes qui jouerait exclusivement un rdle de saprophytisme dans la rhizosphére du bananier
(Mulaw et al., 2013 ; Zerroug, 2021). Spécialisé€s dans la dégradation de la matiére organique
morte, ces champignons pourraient jouer un role essentiel dans le recyclage des nutriments du
sol (Orlici & Benkara, 2018). Ces champignons étaient abondants, lorsque Trichoderma,
Hamigera et Neurospora étaient moins présents. Ces champignons saprophytes prospéreraient
dans des environnements riches en matiére organique et ou la concurrence pour ces ressources
est moins marquée. Cette observation est cohérente avec des recherches antérieures qui ont
démontré le role crucial des saprophytes dans la gestion des ressources nutritives et la
dégradation de la matiére organique dans la rhizosphere (Davet, 1996 ; Benmehidi &
Boukaabache, 2018). L’abondance de ces champignons en I’absence de Trichoderma et autres
champignons antagonistes suggere que la compétition limitée avec des especes dominantes
favorise leur développement. Le troisiéme groupe a renfermé les genres Fusarium, Aspergillus,
Rhizopus, Mucor et Rhizomucor ; des champignons saprophytes et de potentiels pathogenes.
Bien qu’ils participent a la dégradation de la matieére organique, certains genres comme
Fusarium et Aspergillus sont également des pathogenes notables, notamment dans les cultures
de bananiers. Des études ont montré que certaines espéces de Fusarium et Aspergillus sont
responsables de maladies comme la fusariose et la pourriture des fruits et des couronnes dans
les bananeraies (Dita et al., 2010 ; Ellis et al., 2014). Ces champignons pathogenes étaient plus

présents dans les bananeraies lorsque Trichoderma, Hamigera et Neurospora étaient moins
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abondants ou absents, ce qui indique que 1’absence de champignons antagonistes permet une
prolifération plus facile de ces pathogénes. Ces résultats sont confirmés par des travaux
antérieurs selon lesquels Fusarium et Aspergillus peuvent dominer les communautés fongiques

en I’absence de compétiteurs forts (Hamel, 2016).

3.2.3. Champignons antagonistes des pathogénes du plantain

L’utilisation excessive de fongicides chimiques dans la culture du plantain peut entrainer
une pollution de I’environnement et favoriser 1’émergence de pathogénes résistants a ces
traitements. De plus, ces produits chimiques sont responsables de divers problémes de santé
chez les humains et les animaux (Mulaw et al., 2013). Ainsi, la réduction ou I’élimination des
pesticides de synthése en agriculture est vivement recommandée. L’usage de microorganismes

comme agents de lutte biologique reste I'une des alternatives les plus prometteuses.

Au cours de cette étude, des espéces fongiques potentiellement pathogénes issues de la
rhizosphére et des feuilles de bananiers ont été isolées. Ce sont Fusarium falciforme,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus spinosus et Mycosphaerella fijiensis. Neuf souches
potentiellement antagonistes (isolées de la rhizosphere) appartenant aux genres Trichoderma,
Neurospora et Hamigera ont été mis en confrontation avec les pathogeénes a I’effet de
rechercher une éventuelle activité de biocontrdle. Les souches de Neurospora dictyophora
(A20), de Hamigera terricola (A11E et A6), de Trichoderma longibrachiatum (A30 et 12), de
Trichoderma ghanense (A12E et A29) et de Trichoderma reesei (A21 et 14) dites antagonistes
ont exercé une inhibition variable de la croissance radiale des pathogenes testés,
notamment Aspergillus  fumigatus, A.  spinosus, Fusarium  falciforme et Mycosphaerella
fijiensis. De nombreuses €tudes soulignent en effet I’efficacité de certaines especes dans le

biocontrdle des pathogenes fongiques (Howell, 2002 ; Mulaw et al., 2013).

Les tests de confrontations réalisés avec la souche de Neurospora dictyophora (A20) ont
montré une forte inhibition de la croissance radiale de tous les pathogénes. Ce champignon a
réduit la croissance radiale de Aspergillus fumigatus, Fusarium falciforme, Aspergillus
spinosus et Mycosphaerella fijiensis avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 60,21 %,
73,44 %, 82,13 % et 100 %. Cette inhibition marquée par Neurospora dictyophora contraste
avec les résultats de Daghache (2021), qui a observé une inhibition beaucoup plus faible (45
%) de la croissance de Aspergillus niger par une souche de Neurospora. Cette différence

pourrait s’expliquer par les variations entre les espeéces de Neurospora utilisées. Deux
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mécanismes d’action, la compétition et le mycoparasitisme, ont ¢été observés dans
I’antagonisme de Neurospora dictyophora contre le pathogéne M. fijiensis. Ce champignon a
rapidement colonisé la boite de Pétri, puis s’est développé sur la souche pathogene, la détruisant
complétement & partir du 15°™ jour de la confrontation. En revanche, lors de ’antagonisme
avec Aspergillus  fumigatus, Aspergillus spinosus et Fusarium falciforme,la souche de
Neurospora dictyophora n’a présenté que le phénomeéne de compétition pour les ressources et
I’espace, bloquant ainsi le développement des pathogeénes. Dés le troisiéme jour des
confrontations, ce champignon a envahi toute la boite de Pétri, supplantant les pathogénes, puis
s’est propagé sur ces derniers, inhibant leur croissance mycélienne, sans toutefois entrainer leur
destruction totale. Selon Hamel (2016), cette situation résulte de la compétition pour les
nutriments et I’espace. Le mycoparasitisme observé dans 1’antagonisme de Neurospora
dictyophora contre M. fijiensis est en accord avec les observations de Bettou & Righi (2018),
qui soulignent que le mycoparasitisme est un mode d’action nécessitant rapidité, spécificité et
contact direct entre 1’agent antagoniste et le champignon phytopathogeéne. Selon Leghlimi
(2013), ce type de relation implique que 1’agent antagoniste se développe aux dépens de son
hoéte, qu’il utilise comme source nutritive. Différentes enzymes, telles que la chitinase et la -
1,3-glucanase, jouent généralement un role clé¢ dans cette interaction pour lyser la paroi
fongique du pathogene (Berber, 2009 ; Nasraoui, 2015). En outre, les tests de confrontations
effectués entre les souches de Trichoderma et les pathogeénes testés ont révélé des effets
inhibiteurs notables sur la croissance mycélienne de ces derniers. Ainsi, les souches
de Trichoderma longibrachiatum (A12 et A30) ont induit une réduction significative de plus
de 50 % de la croissance radiale de Fusarium falciforme, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
spinosus et Mycosphaerella fijiensis. Ces résultats suggerent que 7. longibrachiatum possede
un potentiel antifongique marqué comme indiqué par Nasraoui (2015). De maniere
similaire, Trichoderma ghanense (A12E) a entrainé une inhibition supérieure a 50 %
pour Mycosphaerella fijiensis, Aspergillus spinosus et Fusarium falciforme, confirmant les
propriétés antagonistes de cette espece. La souche 7. ghanense (A29) a quant a elle démontré
une activité inhibitrice particulierement forte contre Aspergillus spinosus (63,18 %). Cela met
en évidence son efficacité ciblée contre certains pathogenes. Des résultats similaires ont été
obtenus par Debbi (2019), qui a rapporté une inhibition de croissance de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici de 59,1 % et 62,4 % respectivement pour 7. ghanense et T. longibrachiatum.
Concernant Trichoderma reesei, la souche A21 a présenté une inhibition significative
de Aspergillus fumigatus (51,67 %) et Aspergillus spinosus (58,25 %), tandis que la souche 7.

reesei (14) a montré les meilleurs résultats contre Fusarium falciforme (55,19 %) et Aspergillus
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spinosus (63,60 %). Ces données confirment les propriétés antifongiques de 7. reesei, bien que
celles-ci soient moins marquées que celles observées par Nawaz ef al. (2018), qui ont rapporté
une inhibition de plus de 85,5 % de Phytophthora capsici par T. reesei en double culture. Ces
divergences peuvent étre attribuées a la différence des pathogénes étudiés et a la nature des
interactions spécifiques entre les souches de Trichoderma et les agents pathogenes. Enfin, les
souches de Hamigera terricola (A11E et A6) ont montré une inhibition plus marquée
de Aspergillus spinosus (respectivement 57,13 % et 47,75 %), bien que ces taux d’inhibition
demeurent inférieurs a ceux observés dans d’autres études. En comparaison, Silva et al. (2024)
ont rapport¢ des  inhibitions  supérieures a 70 %  de Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides par une souche de Hamigera insecticola, ce qui souligne le
potentiel de certaines souches de Hamigera dans le controle de pathogenes fongiques. Cette
différence peut étre expliquée par la variabilité entre les souches testées et les conditions
expérimentales. L’antagonisme observé chez ces champignons s’est manifest¢ par un
changement de couleur et une modification de la forme des pathogeénes. Par la suite, ils ont
rapidement envahi toute la surface de la boite de Petri, sans pour autant se développer sur les
souches pathogénes. D’aprés Kohl et al. (2019), la déformation et la modification de la
coloration du mycélium d’un champignon en présence d’un autre, résultent d’un phénomene
d’antibiose. En effet, ces chercheurs expliquent que, lors d’une confrontation directe in vitro,
I’agent antagoniste freine la croissance du pathogéne en produisant des composés
antimicrobiens, tels que des enzymes hydrolytiques (chitinases, cellulases, -1,3-glucanases),
des antibiotiques, des phénols, des alcaloides, des composés volatils et d’autres métabolites
toxiques. Ces substances sont responsables de la déformation du mycélium, modifiant ainsi son
apparence et sa pigmentation (Afaf, 2020). L’occupation rapide de toute la boite de Petri par
les antagonistes s’explique par une compétition pour I’espace et les ressources nutritives (Aouar

et al., 2019 ; Sellami, 2022).

Les tests réalisés avec les extraits métabolites de Trichoderma reesei (A21), Hamigera
terricola (A11E), Trichoderma ghanense (A12E), Neurospora dictyophora (A20) et
Trichoderma longibrachiatum (A30) ont révélé leur potentiel exceptionnel a inhiber la

croissance des souches pathogenes Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme.

L’analyse des métabolites produits par ces champignons antagonistes ont révélé une large
diversité de composés tels que des peptides, des flavonoides, des terpénoides, des phénols et

des acides carboxyliques, qui seraient responsables de leur activité antagoniste, comme le
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suggere Zerroug (2018). Selon cet auteur, la production variée de métabolites bioactifs par un

agent de biocontrdle renforce son efficacité contre les pathogénes.

Concernant le pathogene M. fijiensis, tous les extraits métabolites des souches antagonistes
ont montré une inhibition significative, avec une inhibition totale de la croissance radiale a
partir de 2,5 mg/ml, établissant cette concentration comme la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour chacun (Diatta et al., 2022). Les CMI similaires obtenues pour ces
extraits métabolites suggerent que leurs métabolites bioactifs partagent des propriétés
antifongiques communes contre ce pathogeéne. L’extrait métabolite de Trichoderma reesei
(A21) s’est distingué particuliérement, avec une concentration inhibitrice a 50 % (CI50) tres
faible (0,99 mg/ml) et une concentration minimale fongicide (CMF) de 5 mg/ml, le rendant I’un
des extraits les plus efficaces contre M. fijiensis. De méme, les extraits métabolites de
Neurospora dictyophora (A20), Trichoderma longibrachiatum (A30) et Hamigera terricola
(A11E), bien que présentant des CI50 légerement plus élevées, ont également montré des CMF
de 5 mg/ml, ce qui les place parmi les extraits efficaces. Les métabolites tels que les
sulfonamides, les terpénoides, les flavonoides et les peptides présents dans ces extraits
métabolites sont probablement responsables de leur efficacité contre M. fijiensis. Ces résultats
sont conformes avec des études précédentes ou des extraits métabolites de certaines souches de
Trichoderma sp. et de Neurospora sp. ont montré des activités inhibitrices significatives contre
une souche de Mycosphaerella sp., avec des CMF variant de 5 & 6 mg/ml (AgroSys, 2018 ;
Daghache, 2021). Selon ces auteurs, I’inhibition de la croissance de Mycosphaerella sp. est
essentiellement liée a 1’action des sulfonamides, des peptides, des flavonoides et des
terpénoides, qui perturbent les processus biologiques du pathogene. Enfin, I’extrait métabolite
de Trichoderma ghanense (A12E) a présenté une CI50 plus élevée (1,65 mg/ml) et une CMF
de 10 mg/ml, ce qui indique une efficacité réduite a faibles concentrations (Ramada et al.,
2019). Bien que cet extrait contienne des métabolites tels que des peptides, flavonoides et
terpénoides, il a nécessit¢ des concentrations plus €levées pour une inhibition fongicide
complete de la croissance mycélienne de M. fijiensis. Cette faible activité antagoniste pourrait
étre expliquée par une concentration moindre de ces métabolites dans I’extrait métabolites de
T. ghanense, comme 1’ont suggéré Chalearmsrimuang et al. (2019) dans leur étude sur les

agents de lutte biologique tolérants aux halos contre les champignons phytopathogenes.

Cependant, pour Fusarium falciforme, des différences notables ont été observées entre les
extraits métabolites des souches antagonistes. L’extrait métabolite de Neurospora dictyophora

(A20) s’est distingué par une CI50 de 2,9 mg/ml et une CMF de 5 mg/ml, montrant ainsi une
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efficacité supérieure a faible concentration contre ce pathogene. Cette efficacité pourrait étre
attribuée a la présence dans cet extrait de peptides antimicrobiens et de terpénoides, comme le
soulignent Aouar et al. (2019). Dans leur étude, ces auteurs précisent que 1’efficacité de
nombreuses espéces fongiques contre les especes de Fusarium découle de 1’action de ces
métabolites, qui perturbent la croissance de Fusarium méme a faibles concentrations. En ce qui
concerne les extraits métabolites de Trichoderma ghanense (A12E) et de Trichoderma
longibrachiatum (A30), bien qu’ils aient montré une inhibition notable a 5 mg/ml, leurs CI50
respectives de 6,3 mg/ml et 7,92 mg/ml, ainsi que leur CMF de 10 mg/ml, les rendent moins
efficaces contre F. falciforme par rapport a d’autres études ou Trichoderma ghanense et T.
longibrachiatum ont montré une inhibition plus forte contre des pathogénes comme Rhizoctonia
solani, avec des CMF de 4,5 mg/ml (Amine, 2016). Ces résultats suggerent que la diversité des
métabolites bioactifs produits par ces champignons influence leur activité antifongique, certains
composés étant plus efficaces contre certains pathogénes que d’autres. Enfin, les extraits
métabolites de Trichoderma reesei (A21) et Hamigera terricola (A11E) ont présenté des
performances moins marquées, avec des CI50 respectivement de 9,01 mg/ml et 9,05 mg/ml, et
des CMF supérieures a 10 mg/ml. Cela suggere que ces extraits métabolites ont une activité
antifongique moins prononcée contre F. falciforme. Cette observation est conforme aux
résultats d’études antérieures, ou des extraits métabolites de Trichoderma et Hamigera ont
montré des effets inhibiteurs modérés contre certaines especes de Fusarium (Zain et al., 2014),
ce qui pourrait indiquer que les métabolites de ces champignons sont plus spécifiques a certains
pathogénes qu’a d’autres. En comparaison avec les recherches antérieures mentionnées
précédemment, les résultats actuels ont confirmé que les extraits métabolites des espéces de
Trichoderma, Hamigera et Neurospora utilisées au cours de cette étude sont efficaces contre

des pathogenes fongiques.
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Conclusion Générale, Perspectives et Recommandations

CONCLUSION

Cette ¢tude a été réalisée dans la zone agroécologique de la région du Haut-Sassandra,
zone emblématique de la production de la banane plantain en Cote d’Ivoire. Elle avait pour
objectif de contribuer a assurer une agriculture durable du bananier par la détermination du

potentiel microbien notamment fongique des ressources écosystémiques.

L’étude a mis en lumiére l'importance de la diversité fongique dans la rhizosphére du
bananier dans la région du Haut-Sassandra, en Cote d’Ivoire, et son potentiel pour favoriser une
agriculture durable. L’analyse des mode¢les culturaux du plantain a montré que des pratiques
agricoles diversifiées, telles que 'association culturale et l'utilisation de plantes de couverture,
pourraient améliorer la durabilité des bananeraies face aux défis climatiques. Les résultats
révelent aussi une grande variabilité des caractéristiques physico-chimiques des sols, soulignant
la nécessité d'ajustements pour optimiser la culture du bananier. La rhizosphere du bananier
dans la région du Haut-Sassandra revét d’une forte diversité des communautés fongiques,
mettant ainsi en évidence I’impact notable des pratiques agricoles sur les ressources
¢cosystémiques. Les sols des bananeraies ont révélé une grande variété de genres fongiques
saprophytes dont certains sont des agents de biocontrdle (7richoderma, Hamigera et
Neurospora), d’autres des champignons saprophytes simples (Acremonium, Bipolaris,
Scytalidium, Absidia, Alternaria et Scedosporium) et une dernicre catégorie constituée de
potentiels pathogenes du bananier (Fusarium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor et Rhizomucor).
Les agents de biocontrdle possédent des propriétés antagonistes contre les pathogénes tels que
Mycosphaerella fijiensis et Fusarium falciforme. lls s’exercent grace a des mécanismes
complexes et vari€s tels que la compétition, I’antibiose ou le mycoparasitisme. L'activité de
biocontrole observée chez ces souches fongiques, ainsi que l'extraction de métabolites
antimicrobiens, ouvre la voie a des alternatives écologiques aux traitements chimiques,
renfor¢ant ainsi la santé des sols et des cultures. Cette recherche souligne donc le potentiel des
microorganismes des écosystemes locaux dans la lutte biologique contre les agents
phytopathogeénes. L’exploitation biotechnologique de tout ce potentiel pourrait offrir une
meilleure gestion des maladies du bananier et contribuer a la durabilité de la production de

anane en Cote d’Ivoire.
b Cote d’T
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PERSPECTIVES ET RECOMMANDATIONS

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont prometteurs et ouvrent un champ de
perspectives de recherche d’intérét pour le biocontrole des maladies des plantes en Cote

d’Ivoire. Ainsi, de maniére non-exhaustive, les axes ci-dessous pourraient étre explorés :

- explorer tout le microbiome du bananier plantain afin de disposer d’informations plus
complétes pour une lutte biologique plus efficaces contre les maladies biotiques de cette culture
en Cote d’Ivoire ;

- réaliser in vivo sur des bananiers des essais de confrontation « pathogénes-antagonistes » afin
d’évaluer I’'impact des conditions environnementales sur le profil antagoniste des agents de
biocontrdles isolés ;

- trouver un mécanisme de production a grande échelle des métabolites des champignons

antagonistes isolés afin de tester leur efficacité en plein champ sur des bananier malades ;

- mettre au point des biopesticides a partir des antagonistes révélés efficaces.

En recommandation, il serait intéressant d’encourager les agriculteurs aux pratiques
agroécologiques (utilisation de haies vives, de plantes de couvertures, association culturale et

des engrais organiques) afin d’assurer une durabilité de leur production de leurs plantations.
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Annex I : Fiche d’enquéte

LPROPRIETAIRE DE LA BANANERAIE

1- Nom et Prénom

1) PPN
PO ..
2- Nationalité

[ Ivoirienne 1 Autres,
N 0] (<3 ) P
3- Sexe

1 Masculin 1 Féminin
5- Niveau d’étude

—3 Primaire — Secondaire —1 Supérieur

1 Aucun
6- Age

1 Moins de 25 ans 325435 ans —3 Plus de 35 ans

7- Profession

1 Fonctionnaire — Paysan — Commergant

(AN D1 (R 13 (6 N PN

II-BANANERAIE ET OBJECTIFS DE LA PRODUCTION

8- Votre bananeraie est-elle associée a d’autres formes de cultures ?
— Oui —1 Non

NI 0] (T 1<)

9- A combien de kilomeétre est située la plantation de votre domicile ?

12- Votre objectif quant au rendement de la bananeraie est-il atteint ?
1 Oui 1 Non

Sinon, pourquol ?........ccceeeeiieeiiieeiiee e

13- Age de la plantation

15- Existe-t-il une autre bananeraie pres de votre plantation ?
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/3 Oui —1 Non
Sioui, a quelle diStANCE ?........cocuiiiiiirieiieiee e e
16- A quelles fins produisez ?

—3 A but lucratif 3 Pour se nourrir ] Autres,
A PIECISCT. ...
17- Combien de plantation disposez-vous ?

HI-EQUIPEMENTS ET RESSOURCES HUMAINES

18- Les outils d’entretien de votre plantation vous appartiennent-ils?
1 Oui — Non

19- Avez-vous une main d’ceuvre ?
3 Oui —1 Non

20- Si oui, quelle est la composition de cette main d’ceuvre ?
—1 Hommes et femmes 1 Femmes 1 Hommes

21- Comment engagez-vous cette main d’ceuvre ?
3 Sous contrat Journalier .3 3 Votre famille

[ Autres,
A PIECISET. ..o e,

IV-PLANTING ET ENTRETIEN DE LA BANANERAIE

22- L’itinéraire technique de la culture est-elle respectée?

= Oui 3 Non
23- Comment avez-vous acquis les rejets de bananiers de votre plantation ?
[ Avec un voisin —3 Sur le marché [ Autres,
A PIBCISET ..o

24- Quels type de rejet avez-vous utilisez pour la mise en place de votre plantation ?
—3 Plants sélectionnés —3 Rejet issu d’une ancienne plantation

] Autres,
N (<o) 11

25- Quelle méthode de lutte utilisez-vous contre les mauvaises herbes ?
— Chimique — Manuel [ Autres,
A PIECISCT. ...

26- Le méme matériel d’entretien est-il utilisé pour I’ensemble de vos plantations?
1 Oui [ Non
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27- Combien de fois faites-vous I’entretien de votre bananeraie par an ?

28- quelles est votre méthode de luttes contre les maladies et ravageurs ?
3 Chimique [ Intégrée [ Autres,

A PICISET. ... e,
V-CONTRAINTES

29- Quelles sont les maladies auxquelles votre plantation est confrontée ?
[ Biotique [ Abiotique

30- Quels sont les dégats causés par ces maladies a votre plantation ?
1 Pourritures des fruits —3 Desseéchement des feuilles

PN L3 e 150) <163 (<)

31- Existe-t-il des ravageurs de bananiers dans votre bananeraie ?
1 Oui 1 Non

Si 0UT 1ESQUEIS? A PIECISET. ... .eeve ettt

32- Quels sont les dégats causés par ces ravageurs ?
3 Destruction des organes aériens  [—jDestruction des organes souterrains

3 Autres,
A PICISET. ...
33- Le relief de la plantation
[ Plat [ moyennement pentu [ Autres,

N 03 1< £ )
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Annexe II : Matériel technique

a. Centrifugeuse | b. VOEX

e. Etuve

g. Visualizeur de Gel h. Digpositif a électrophorése 1. Thermocycleur
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Annexe III : Chromatogrammes du profil métabolique des champignons antagonistes
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b. Trichoderma longibrachiatum (A30)
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c. Trichoderma ghanense (A12E)
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ABSTRACT

The Haut-Sassandra region (Cbéte d'lvoire), experiencing climate change with its many
consequences, continues to produce bananas even if the level has fallen in recent years. This work
was carried out to understand the adaptation strategies of plantain farmers facing the
consequences of climate change. The methodological approach consisted of listing banana
plantations of more than one hectare in Haut-Sassandra and carrying out a survey on plantain
cultivation practices observed in this agroecological zone. The survey carried out made it possible
to list 34 banana plantations with areas of between 1.5 and 5 hectares. For the establishment of
banana plantations, slash-and-burn crops are the most favored (100%). The most used crop type is
the crop association (85%) (cocoa (65%), coffee (15%) and food crops (5%)). Only 15% of banana
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plantations were monoculture. The fight against the wind is achieved by hedges made up of plots of
rubber and teak surrounding the banana plantations. Symptoms of biotic and abiotic diseases were
observed in all the banana plantations investigated. To maintain sustainability and better banana
production, Haut-Sassandra planters combine several agroecological practices.

Keywords: Climate change; cultural practices; adaptation.

1. INTRODUCTION

In Coéte d'lvoire, the plantain is a very important
crop for food and the economy. It essentially
contributes to food security, job creation, and
income diversification in rural and urban areas
[1]. The plantain sector also contributes between
5 and 8 % of the country's agricultural GDP and
provides around 22,000 jobs [2,3]. In Cote
d'lvoire, banana trees are generally grown in
forest areas. These are humid climate plants,
appreciating high humidity and good sunshine,
but fearing winds and sudden temperature
variations [4]. Temperature and radiation are the
essential factors influencing plant growth. They
are involved in metabolism through the
mechanism of transpiration and photosynthesis.
The banana tree tolerates strong insolation if the
water supply is sufficient [5]. However, the
production conditions for this crop of interest are
made increasingly difficult by climate change [6].
In tropical Africa and specifically in Céte d'lvoire,
this phenomenon is at the origin of unusual
droughts materialized by a scarcity of rain. This
water scarcity is caused by a change in the
precipitation regime and a reduction in annual
rainfall amounts [7,8]. From an annual height of
1455.45 mm in 1983, the rainfall in the Haut-
Sassandra region increased to 1063.46 mm of
water in 2017 (data provided by SODEXAM:
airport operating and development company,
aeronautics and meteorology in Cote d'lvoire).
These rainfall anomalies have a negative impact
on plantain production which is sensitive to low
water levels [9]. The Haut-Sassandra region,
once a major producer, continues to supply
bananas even if the level of production has
declined over the years. This work is carried out
with the objective of describing the cultural
models making it possible to support plantain
production and to understand the adaptation
strategies of plantain farmers in the
agroecological zone of Haut-Sassandra facing
the effects of climate change.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Exploratory Mission of the Study Area

Data collection took place in four departments of
the Haut-Sassandra region (Cote d'lvoire). It

85

began with an exploratory mission which was
carried out from May to July 2022. This mission
was marked by a census of banana plantations
of more than one hectare in the Haut-Sassandra
region. For its implementation, contacts were
established with producers with banana
plantations of more than one hectare.

2.2 Conducting the Survey

A survey was carried out during the month of
July 2022 in all the identified banana plantations.
Its objective was to identify the plantain
cultivation practices  observed in  the
agroecological zone of Haut-Sassandra (Cote
d'lvoire). For its realization, interviews and direct
observations in banana plantations were carried
out. Each banana plantation manager was
submitted to a questionnaire relating generally to
the identification of farms, the different varieties
of banana trees cultivated and the cultivation
system. Direct observations focused on the
morphological aspect of banana trees. This
morphological aspect concerns the state of the
different plants and banana leaves, the state of
grass cover of banana plantations and the
agroecological practices observed by producers
in the plantations.

2.3 Data Analysis

The data collected during the survey was entered
using the Excel 2013 spreadsheet and analyzed
by the sphinx lexica software.

3. RESULTS

3.1 Distribution of Banana Plantations of
More than one Hectare in the Haut-
Sassandra Region

The census of banana plantations carried out in
the Haut-Sassandra region allowed to identify 34
plantations of more than one hectare including
thirteen (13) in the department of Daloa, four (4)
in the department of Vavoua, ten (10) in the
department of Zoukougbeu and seven (7) in the
department of Issia. The majority of these
banana plantations have been listed in the
departments of Daloa, Zoukougbeu and Issia.
However, in the department of Vavoua very few
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banana plantations met this selection criterion
(Table 1).

3.2 Cultural Aspects of the Plantain in
Haut-Sassandra

3.2.1 Sociological profiles of
producers in Haut-Sassandra

plantain

Plantain cultivation in Haut-Sassandra was
mainly practiced by Ivorians. Most of the planters
were men over 18 years old. Only 35% of
plantain producers have never been to school.
More than 55% of farmers have 2 to 4
plantations and use the same maintenance
equipment for all of their banana plantations. All
farmers (100%) practiced plantain cultivation
both for family food and for profit (Table 2).

3.2.2 Cultural practices observed in banana
plantations

Plantain cultivation in Haut-Sassandra was
dominated by the cultural association (85%).
Banana was grown in association with cocoa in
65% of cases, coffee in 15% and food crops in
5% (Fig. 1). For the establishment of plantations,
slash-and-burn crops were favored by all
farmers. The origin and quality of the seed
(rejects) were not controlled. In fact, around 94%
of rejects were acquired from a neighbor and 6%
purchased on the market. These rejects (97.1 %)
came from an old plantation. According to
producers, 32.4% of banana plantations showed
good production over the last two vyears,

: :
—

= Banana-Cocoa

» Banana-Coffee

including 20.6% with satisfactory production and
11.8 % with very satisfactory production. The
majority of banana plantations, 88.2%, had a
duration varying from 2 to 5 years and only
11.8% had been in existence for more than 5
years.

The survey carried out revealed also that 94.1%
of farmers in the region maintain their plantation
by weeding and by spraying of fields from 2 to 4
times a year. The majority of banana plantation
managers i.e. 91.2% used herbicides to combat
weeds and only 8.8% used the manual method
(daba, machete). As for the fight against
diseases and pests, 85.3% of farmers practiced
the natural method (traditional) and 14.7% used
chemical products. The survey also indicated
that only 14.7% of farmers fertilized their fields.
This fertilization was done through organic
fertilizers (mixture of bovine dung with wood
chips, chicken droppings and compost from
banana peel). The reliefs were flat in 58.8% of
banana plantations and moderately sloping in
41.2% (Table 3).

3.2.3 Impact of the cropping system on
plantain production

Around 72% of banana plantations in association
showed good production over the last two years.
The plants of these farms were robust with the
mostly green foliage. As for monoculture banana
plantations, 80% presented poor production.
These plantations were characterized by puny
plants with predominantly yellow leaf surfaces.

= Banana-Food monoculture

Fig. 1. Percentage of plantain farming systems in Haut-Sassandra
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Table 1. Lists of banana plantations in Haut-Sassandra

Departments Daloa Vavoua Zoukougbeu Issia

Number of banana plantations 13 4 10 7

Table 2. Profile of banana plantation managers

Producer profile Number of banana plantations Frequency (%)
Nationality Ivorian 30 88,20
others 4 11,80
Sex man 30 88,20
woman 4 11,80
Age (years) under 18 0 0,00
from 18 to 45 24 70,60
over 45 10 29,40
Level of study none 12 35,30
primary 10 29,40
secondary 11 32,40
spper 1 2,90
Type of activity primary 27 79,4
secondary 7 20,6
Number of banana less than 2 15 44,1
plantations per planter from 2to 4 19 55,9
Purpose of production  for profit and family 34 100

Table 3. Some characteristics of the banana plantations investigated

Settings Number of Banana Frequency
Plantations (%)
Slash-and-burn cultivation 34 100
Acquisition of rejects with a neighbor 32 94,1
on the market 2 59
Type of releases selected plants 1 2,9
from old plantation 33 97,1
Estimated production weak 12 35,3
unsatisfactory 11 32,3
satisfying 7 20,6
high 4 11,8
Age of plantation from2to 5 30 88,2
(years) more than 5 4 11,8
Maintenance of the less than 2 years 2 59
banana plantation from 2 to 4 years 32 94,1
Use of the same equipment for 34 100
all plantations
Weed control methods  herbicides 31 91,2
daba, machete (manual) 3 8,8
Methods for combating  chemical synthesis products 5 14,7
diseases and pests biological control 29 85,3
Use of fertilizers 5 14,7
Type of fertilizers used  Chemical fertilizer 0 0,0
organic fertilizer 5 14,7
none 29 85,3
Relief of the plantation  flat 20 58,8
moderately sloping 14 41,2
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Table 4. Comparison between monoculture and crop association of plantain in Haut-Sassandra

Settings

Number of banana plantations

Frequency (%)

Banana plantation yield  association

21 banana plantations (72.4 %) with satisfactory

production.

monoculture

1 banana plantations (20 %) with satisfactory

production.

Morphological aspects of association
banana trees

monoculture

21 banana plantations (72.4 %) presenting robust
plants with predominantly green leaves.
4 banana plantations (80%) presenting stunted plants

with predominantly yellow leaf surfaces.

Table 5. Some constraints linked to banana cultivation in the Haut-Sassandra region

Settings Number of Banana Frequency
Plantations (%)

Attack of the plantation by diseases 34 100,0

Damage caused by  fruit rots 10 29,4

these diseases leaf drying, root rot and pseudostem 24 70,6
shedding

Disease symptoms biotic 16 47,1
abiotic (drought, soil poverty) 18 52,9

3.2.4 Constraints linked to
cultivation in Haut-Sassandra

plantain

Banana cultivation in the study area was subject
to various constraints, namely the effects
of biotic and abiotic diseases. Indeed, according
to banana plantation managers, all the
plantations investigated often showed

symptoms of disease. These diseases caused
fruit rot in 29.4% of banana plantations, leaf
drying, root rot and pseudostem fall in 70.6%.
Farmers attributed the cause of these diseases
poor soil

to drought, condition and animal

attacks.

Rubber hedge

3.3 Agroecological Practices Observed
in Banana Plantations

Only 5.9% of producers used hedges to combat
violent winds. Live hedges were made up of
either rubber plants (Hevea brsiliensis) or teak
(Tectona grandis) (Table 6 and Fig. 2). Some
ecological practices were observed in certain
plantations, notably with the addition of manure
in 2.9% of banana plantations and the use of
cover plants in 5.9% of plantations. Cover crops
consisted mainly of legumes such as soybean
(Glycina max) and cowpea (Vigna unguiculata)
(Table 6 and Fig. 2).

% : o AT

a banana plantation

-,

Cover plants in

Fig. 2. Photograph of some agroforestry and ecological practices observed in banana
plantations
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Table 6. Some agroforestry and ecological practices observed in banana plantations

Number of banana plantations

Frequency (%)

Settings

Use of live hedges to combat the wind 2
Manure input 1
Use of cover plants 2

5,9
2,9
5,9

4. DISCUSSION

This study was carried out to understand the
adaptation strategies of plantain farmers in the
Haut-Sassandra agroecological zone to the
effects of climate change. In the Haut-Sassandra
region, there were large plantations of more than
one hectare distributed according to the
departments while the average surface area of
plantain plantations in Céte d'lvoire is one
hectare [10]. The Haut-Sassandra region is
therefore one of the areas of high plantain
production as indicated by [11] on the study of
the plantain sector in Cote d'lvoire. However, few
plantations in the Vavoua department had more
than one hectare. Indeed, the populations of this
department were more interested in cashew
cultivation; thus, making plantain cultivation a
secondary crop [12]. This department located 54
km north of Haut-Sassandra is currently better
suited to crops in the savannah zone which are
more resistant to drought. The same observation
was made by [13] on the cashew boom in Coéte
d'lvoire.

In the Haut-Sassandra region, plantain cultivation
is dominated by Ivorians. This could be linked to
the fact that the majority of cultivated land is
family property and bananas are part of the
eating habits of these populations. Similar
observations were highlighted by [10] on the
plantain cultivation system in a peasant
environment in the departments of Aboisso,
Agboville, Bouaflé, Gagnoa and San-Pedro (Cote
d'lvoire). Most of the planters had an average
level of education and were male. Indeed,
women are more interested in market
gardening and commerce in Haut-Sassandra
[14]. The majority of planters were young
because the establishment and maintenance of
banana plantations requires weeding and
digging, requiring a fair amount of physical
strength. This work is therefore very
difficult for women and the elderly [15,16].
Planters generally had 2 to 4 plantations and the
harvests were intended for food and marketing
[17,18].

The establishment of plantations was done by
slash-and-burn crops. According to the planters,
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this practice requires little work, the ash fertilizes
the earth and the fire destroys pathogenic
organisms and harmful insects. This observation
had already been described by [19] on farmers'
perceptions of agroforestry on the mountain
slopes in Man (Cbte d'lvoire). However,
according to [20], slash-and-burn cultivation
leads to deforestation, a decline in soil fertility, an
increase in erosion and a drying out of the
climate. The varieties cultivated were traditional
varieties generally from an old plantation. The
method of acquiring suckers clearly showed that
farmers were faced with the problem of planting
material. In fact, more than 90% of releases were
acquired from a neighbor. These results do not
corroborate those of [10] which indicated that
80% of rejects were acquired on the market in
the departments of Agboville and Aboisso.
However, using suckers of different varieties
could be a way to mitigate the effects of drought
because all these varieties do not have the same
sensitivity to lack of water. Some could be more
resistant and provide satisfactory production
even with low water levels. Almost all plantations
were maintained 2 to 4 times a year. This could
be the origin of the good production observed in
32.4% of banana plantations over the last two
years. The majority of banana plantations
(88.2%) were young (2 to 5 years old). This could
partly explain the good production in certain
plantations. However, in these banana
plantations, the same maintenance equipment
was used for all the plantations available to the
same planter. This could lead to the transmission
of phytopathogenic diseases from one plantation
to another.

Banana plantation managers frequently used
both chemicals and the manual method to control
weeds [17]. Disease control was generally done
using the empirical method, i.e. destroying the
banana tree showing a wide range of disease
symptoms, using the ash to control root-eating
ants and laying beef dung on the fruits to prevent
their destruction by pests. Generally, chemical
synthesis products are rarely used against
plantain diseases in Africa [21]. Producers justify
it by lack of resources [22]. However, these
empirical control methods are similar to biological
methods. They are efficient and would be at the
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origin of the sustainability of production. Also,
approximately 15% of producers used
organic fertilizer (mixture of bovine dung with
wood chips, chicken droppings and banana
peel compost) for fertilization as indicated by [23]
on the sustainability of the plantain sector in
Benin.

Examination of the characteristics of the banana
plantations investigated indicated that the
plantations were mainly installed on flat land,
which limits erosion phenomena. Plantain
cultivation in Haut-Sassandra was marked mainly
by the cultural association. The same
observations were made by [1] on the annual
replanting of plantain crops in Cbte d'lvoire.
These authors stipulated that the banana tree is
generally grown in association with food crops,
cash crops or fruit crops in the forest zone.
Around 72% of banana association plantations
showed good production over the last two years.
The plants from these farms were robust with
mostly green foliage. As for monoculture banana
plantations, 80% showed poor production. These
plantations were characterized by stunted plants
with predominantly yellow leaf surfaces. The
positive effects observed in most banana
plantations in association would be linked to the
fact that the plants associated with banana trees
played a valuable shading role for banana trees
by mitigating the effects of sunlight and
excessive heat. These observations are
consistent with those of [24] who indicated that in
a crop association system some plants behave
like shade trees for others. Indeed, according to

these authors, shade trees regulate the
microclimate, thus helping to reduce soil
evapotranspiration, limit wind erosion and

prevent extreme temperatures. This creates a
more favorable environment for plants by
allowing healthier growth and reducing water
stress. The mitigation of thermal stress allows
the plant to maintain its transpiration at an
optimal level [25]. Some planters used cover
crops to limit soil erosion and fight weeds.
Indeed, these cover plants also play a valuable
shading role in plantations and allow the increase
in soil fertility by providing organic matter, fixing
nitrogen, increasing biodiversity and reducing the
risk of nitrogen leaching [26].

To combat violent winds, 5.9% of planters used
living hedges. Live hedges were made up of
either rubber or teak plants. Similar observations
were made by [27] on peasant strategies and
practices for sustainable management of soil
fertility in the Korhogo department in the north of
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Céte d'lvoire. Indeed, according to these authors,
farmers in the Korhogo department used live
hedges based on dead hedges, mixed hedges,
Anacardium occidentale hedges or Gmelina
arborea hedges to combat violent winds and
leaching phenomena.

The banana cultivation in the study area was
subject to various constraints namely the
pressures of biotic and abiotic diseases. Similar
results were obtained by [28] on the innovation
platforms of the plantain sector in Cbte d’lvoire.
Indeed, all plantations investigated often
presented symptoms of illness. These symptoms
were manifested by fruit rot, leaf yellowing with
the presence of black spots, leaf drying, root rot
and fall of the pseudostem. About 53% of
planters attributed the effects of these diseases
to drought and poor soil condition. However, this
could also be linked to the effects of
phytopathogens [29]. Indeed, the yellow coloring
of the leaves and the stunted banana trees
observed in certain banana plantations could be
linked to the presence of certain fungal and
bacteria pathogens in these farms [29]. The
black leaf spots observed in several plantations
investigated would be due to the presence of
micromycetes of the genus Mycosphaerella
responsible for foliar diseases [30].

5. CONCLUSION

The present study made it possible to identify the
cultural models of plantain implemented by the
producers of Haut-Sassandra in the face of the
phenomenon of climatic change. The results
indicate that to mitigate the effects of climate
change on plantain production, planters generally
practice crop association. This practice made it
possible to reduce soil evapotranspiration, to limit
wind erosion and to prevent extreme
temperatures. The majority of planters use
suckers of different varieties and frequently
regenerate banana plantations to limit the effects
of drought on production. Disease control and
fertilization are mainly through biological control
methods. Cover plants are also used in certain
plantations for fertilization, to limit soil erosion
and to reduce evapotranspiration. In addition,
banana plantations are installed generally on flat
land to limit soil leaching. Live hedges were used
by a minority of farmers to fight against violent
winds. All these practices observed
constitute agroecological practices promoting
sustainability and good production of banana
plantations.
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ABSTRACT

This study assessed the efficacy of certain rhizosphere fungi isolated from banana plantations in the Haut-Sassandra region as
biocontrol agents against Mycosphaerella fijiensis, responsible for banana black spot. It involved characterizing banana leaf

and rhizosphere fungi and studying the antagonistic activity of rhizosphere fungi on M. fijiensis. Analyses identified isolates

M9 and M10 as M. fijiensis. Five fungal species were isolated from the rhizosphere: T. ghanense, T. longibrachiatum, T. reesei,

Neurospora dictyophora and H. terricola. In vitro tests revealed that these fungi inhibit the growth of M. fijiensis, using

antagonistic mechanisms such as competition, antibiosis and mycoparasitism. The strongest antagonistic activity was
observed with N. dictyophora. Moreover, the extracts derived from these antagonists showed high antifungal activity, with
total inhibition of M. fijiensis from 2.5 mg/mL upwards. The minimum fungicidal concentration (MFC) for all extracts was
5mg/mL, except for T. ghanense which showed an MFC of 10 mg/mL. These results suggest that the rhizospheric fungi

studied are promising candidates for the development of M. fijiensis biocontrol strategies.

1 | Introduction

In Cote d'TIvoire, black cercosporiosis or black stripe disease,
caused by the ascomycete fungus Mycosphaerella fijiensis More-
let, has emerged as the main foliar pathology of bananas [1-3].
First detected in 1985 in the Aboisso region (south-east of Cote
d'Tvoire), the disease is now present in all banana-growing areas
of the country [3]. It attacks the leaves, causing leaf surface
degradation and considerably reducing the plants’ photosynthetic
capacity. As a result, the disease slows down banana growth and
causes bananas to ripen prematurely [4]. The economic conse-
quences are much more serious, since losses can represent over

50% of the harvest [4, 5]. Traditional control methods, mainly
based on the use of chemical fertilizers and fungicides, can
sometimes improve the health of diseased banana plants. How-
ever, these methods have drawbacks such as the high cost of
synthetic chemicals, negative environmental impacts and the
possibility of developing resistance in pathogens [6, 7], not to
mention negative impacts on human health [8]. Hence the need
to explore sustainable alternatives for controlling this disease.
Biocontrol is emerging as a promising solution for managing
plant diseases in an ecological and sustainable way. This
approach relies on the use of living organisms or natural sub-
stances to limit pathogen populations [9, 10]. The rhizosphere of

Abbreviations: A12E, A15, A29, I3, Trichoderma ghanense; A20, Neurospora dictyophora; A21, 14, Trichoderma reesei; A6, A11E, Hamigera terricola; A7E, A12, A30, Trichoderma longibrachiatum;
C,, diameter of control colonies; CI50, concentration that induces 50% inhibition; Cn, average diameter of colonies in the presence of antagonism; DMSO, dimethylsulfoxide; ITS, Internal
Transcripbed Spacers; I (%), percentage of mycelial growth inhibition; M9, M10, Mycosphaerella fijiensis; MFC, minimum fungicidal concentration; MIC, minimum inhibitory concentration; PCR,

polymerase chain reaction; PDA, potato dextrose agar.
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Journal of Basic Microbiology, 2025; €70020
https://doi.org/10.1002/jobm.70020

1of 12


mailto:clemankoici@yahoo.fr
https://doi.org/10.1002/jobm.70020

the banana plant abounds in a wide variety of fungi, whose
interactions with banana differ from one species to another.
While there are pathogenic species, there are also species
whose activity is beneficial to banana [11]. Some rhizospheric
fungi are capable of inhibiting pathogen development and can
be used as biological control agents [9, 12, 13]. The general
objective of this study is to determine the efficacy of certain
rhizosphere fungi isolated from banana plantations in the Haut-
Sassandra region (Cote d'Ivoire), as biocontrol agents against M.
fijiensis.

2 | Materials and Methods

2.1 | Study Area

This study was carried out in two locations in Cote d'Ivoire: the
department of Bonoua (Sud-Comoé region), with geographic
coordinates 5°16'17” North and 3°35'40” West, and the Haut-
Sassandra region, with geographic coordinates 7°00'00” North
and 6°30'00” West. Samples of necrotic plantain leaves used to
isolate M. fijiensis were collected from a plantain field (Figure 1)
in Bonoua department, where cercosporiosis is endemic. The
department of Bonoua covers an area of 43 km? and lies around
60 km east of Abidjan. The town enjoys a humid tropical cli-
mate with four distinct seasons, and has ferrallitic and hydro-
morphic soils [3].

The rhizospheric soil samples used to isolate biocontrol agents
were taken from plantain fields in the Haut-Sassandra region
(Figure 1), an area of high plantain production. This region,
which represents 5.5% of the national territory (17,761 km?2),
also has a tropical climate with four distinct seasons and fer-
rallitic soils [14].

2.2 | Sample Collection

Sampling of necrotic plantain leaves took place during August
2022. Using a sterile cutter, five necrotic plantain leaves with
typical symptoms of black cercosporiosis were harvested from
plantain plants in a banana plantation. The leaves were
immediately packed in a stomacher bag and transported to the
laboratory for further analysis.

Sampling of plantain rhizospheric soil took also place during
August 2022 at the end of the rainy season in sixteen (16)
banana plantations in Haut-Sassandra. This operation was
carried out using the point and plot survey method [15]. Three
plots at least 50 m apart were defined in each banana planta-
tion. Samples were taken within a 0.5 m radius of the base of
each banana tree. The soil surface was cleared of debris using a
hoe, and at a depth of 15-20 cm, 50 g of soil adhering to the
roots of the plantain plants included in each defined plot was
taken with an auger [16]. For each plot, 10 incremental samples
were collected. One composite sample per plot was then pro-
duced by mixing and homogenizing all the incremental sam-
ples. A total of 48 rhizosphere soil samples, each weighing
around 500 g, were collected, packaged in sterile bags and sent
to the laboratory for further analysis.

2.3 | Isolation and Identification of M. fijiensis

2.3.1 | Isolation of M. fijiensis Strains

Around a flame, 1 mm? pieces of necrotic leaves were cut with a
sterile cutter, and soaked in sterile distilled water for 20 min to
moisten and clean both sides. Then, using sterile forceps, the
leaf pieces were placed on Petri dishes containing preprepared
3% agar. The underside of the leaf faced upwards, with the
upper side in contact with the agar. The plates were incubated
at 30°C for 24 h. Transplantation of M. fijiensis ascospores was
carried out by microscopic observation, carefully recovering the
discharged ascospores one by one using a sterile needle. The
ascospores discharged from the agar were then transferred
individually to PDA medium and reincubated at 30°C. Four to
8 days after inoculation, fungal colonies from primary isolations
were subcultured separately onto new PDA media. After
45 days, pure, individualized strains were obtained [17].

2.3.2 | Characterization of M. fijiensis Strains

Strain characterization was based on phenotypic observations
and molecular analysis. Phenotypic characteristics, that is col-
oration, shape, mycelial appearance and growth rate of strains
(V =Mean diameter (mm)/Time (days)) on PDA medium were
observed. Molecular characterization involved PCR amplifica-
tion of the internal transcripted spacers (ITS) regions using
universal primers ITS1 and ITS4, and of the 5.8 S ribosomal
DNA gene using primers MF137 from M. fijiensis and R635 as
the reverse primer [18, 19].

2.4 | Searching for Antagonistic Fungi in the
Plantain Rhizosphere

2.4.1 | Isolation of Rhizospheric Fungi

A quantity of 5 to 10 mg of each pre-dried soil sample was
weighed and placed in a Petri dish. Approximately 20 mL of
Sabouraud chloramphenicol medium, prepared and maintained
in supercooling at 45°C-50°C, was added. The weighed soil was
immediately dispersed into the culture medium by gently
shaking the Petri dish [20]. Three trials were carried out per soil
sample. Incubation took place at 30°C for 7 days, after which
the morphologically different colonies observed on the Petri
dishes were picked and grown individually under the same
conditions.

24.2 |
Fungi

Characterization and Selection of Antagonistic

Fungal isolates were characterized on the basis of morpholog-
ical observations and molecular analysis. Macroscopic char-
acteristics, that is staining, shape and appearance of the
mycelium on Sabouraud Chloramphenicol agar, were observed.
In addition, microscopic identification based on hyphal parti-
tioning mode, conidial shape and the presence of phialides and
clamydospores was carried out on 7-day-old colonies using the
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FIGURE 1 | Mapping of study area and sampling sites.

scotch method at 40x magnification [17]. On the basis of phe-
notypic identification, only morphotypes of fungi recognized as
biocontrol agents were selected. Twelve (12) selected isolates of
different morphotypes were identified by molecular study.
DNA extraction was performed using the CTAB method.
The DNA obtained was amplified by PCR using ITS1
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) and ITS4 (5'TCCTCCGCT

Grand Bof Adiake

TATTGATATGC3') primers [18, 21, 22]. Amplicons were
sequenced on the ABI3730XL 96 capillary sequencer (Thermo
Fisher Scientific). FASTA files were analyzed, and good-quality
sequence fragments were used to perform a nucleotide BLAST,
BLAST from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). After
identification, one isolate of each antagonistic fungus species
(Trichoderma  ghanense,  Trichoderma  longibrachiatum,
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Trichoderma reesei, Neurospora dictyophora and Hamigera ter-
ricola) was selected for antagonism testing. A total of five iso-
lates from different species of antagonistic fungi were selected.

2.5 | Direct Contact Trials Between Biocontrol
Agents and Pathogens

Direct contact confrontations on PDA medium were carried out
according to the method described by [23], with a few modifi-
cations. Unlike the reference method, where antagonists are
cultured simultaneously with the pathogen, in this work the
pathogen (M. fijiensis) was cultured before the biocontrol
strains, due to the slow growth of M. fijiensis. It was only after
M. fijiensis showed visible growth (15 days later) that the bio-
control strains were put into culture in confrontation with this
pathogen. Petri dishes were incubated at 30°C for 45 days. The
control consists of Petri dishes inoculated with the pathogen
only. From the first to the thirtieth day of confrontation, the
radial growth of the pathogenic strain was measured at 5-day
intervals. Three (03) replicates were performed for each
pathogen-antagonist pair. The percentage inhibition of mycelial
growth was calculated according to the formula in [24] below:

I(%) = (C() -CH/CO) X 100
where:
-I (%) is the percentage of mycelial growth inhibition;

-Cn is the average diameter of colonies in the presence of
antagonism;

-Cy is the diameter of control colonies.

2.6 | Research of Active Compounds against M.
fijiensis
2.6.1 | Production of Secondary Metabolites of

Antagonistic Fungi

A spore suspension was made from a 7-day-old fungus culture with
sterile distilled water. A 2mL volume of this suspension was
sprayed onto sterile rice media contained in 1000 mL Erlenmeyer
flasks. The Erlenmeyer flasks were then incubated in an oven at
30°C. After 3 weeks' incubation, the secondary metabolites pro-
duced by the fungi on the rice media were extracted by maceration
in a mixture of 250 mL ethyl acetate and 250 mL cyclohexane. The
cultures were macerated for 24 h at room temperature, with stirring.
After maceration, the resulting solution was filtered through
absorbent cotton and then 2 times through Whatman paper, and
the filtrate recovered. The crude extract was then obtained by
evaporating the solvents in a rotary evaporator at 45°C and 160 rpm.

2.6.2 | Evaluation of the Biological Activity of Crude
Extracts of Antagonistic Fungi

For each crude extract, a concentration range from 2.5 to
10 mg/mL was achieved by the 50% dilution method with 100%

DMSO. Then, 100 uL of each concentration was spread on
PDA medium contained in sterile Petri dishes. Media supple-
mented with crude extract were inoculated with a 14-day-old
mycelial explant of M. fijiensis. Controls were Petri dishes
supplemented with 100% DMSO only. Petri dishes were
incubated in an oven at 30°C. After 14 days of incubation, the
radial growth of the pathogenic strain in each extract was
measured. Two (02) replicates were performed for each crude
extract and each concentration. The percentage inhibition of
pathogen growth was expressed according to the formula
described by [24].

When, for a given concentration, no mycelial growth was
observed, a new inoculation was carried out on a new petri dish
from the point of transplanting of the dish where no growth was
observed. A resumption of growth indicates a fungistatic effect,
and the absence of growth a fungicidal effect. Three antifungal
parameters were investigated:

- CI50 (concentration that induces 50% inhibition), a linear
interpolation was performed between two available concen-
trations (C; and C,) and their corresponding inhibition
percentages (I; and I,) as indicated on the following for-
mula: [25]

CI50 = C; + {510 — b

2 — 4

)X(Cz -Cy)

- MIC (minimum inhibitory concentration): this is the lowest
concentration of extract for which no growth is visible to the
naked eye;

- MFC (minimum fungicidal concentration): the lowest extract
concentration for which a fungicidal effect is observed.

2.7 | Data Analysis

The data collected were analyzed using R 4.4.1 software. An
analysis of variance was performed using a generalized linear
model to compare the percentage inhibition of M. fijiensis
mycelial growth by the antagonists. This analysis was also used
to compare the effect of the different antagonist extracts at each
concentration on M. fijiensis growth.

3 | Results
3.1 | Phenotypic and Molecular Characterization
of M. fijiensis

Table 1 shows the characteristics of fungi isolated from
banana leaf surfaces. A total of 24 fungi of different mor-
photypes were isolated (Table 1). Of these, 11 isolates (M3,
M5, M7, M8, M9, M10, M14, M19, M20, M22 and M24) with
phenotypic characteristics similar to M. fijiensis were sub-
jected to molecular studies. After amplification with the
universal primers ITS1 and ITS4, all strains were confirmed
as fungi by amplicon size of around 600 bp (Figure 2a). In
contrast, amplification of the 5.8 S gene with the specific
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TABLE 1 | Characteristics of fungi isolated from banana leaf surfaces.

Strains Growth rate (mm/day) Aspect Color Number of conidial septa
M1 1.10+0.14 Dish Whitish 0
M2 1.55+0.07 Dish Greenish 0
M3 0.90+0.14 Dish Olive-brown 0
M4 1.05+0.21 Dish Greenish 0
M5 0.75+0.07 Dish Grayish 0
Mé 1.60 +0.14 Dish Yellowish 0
M7 0.50 + 0.08 Dish Pinkish-white 1
MS8 0.92 +0.03 Dish Yellowish 0
M9 0.70 +0.07 Slightly domed Olive-brown 3
M10 0.50 +0.04 Slightly domed Greenish-white 2-3
M11 1.72 +0.03 Dish Greenish 0
M12 1.40 +0.14 Dish Grayish 0
M13 1.20+0.14 Dish Whitish 0
M14 0.92 +0.03 Dish White-olive 0
M15 1.37+0.03 Dish Orangeish 0
M16 1.60 +0.07 Dish Yellowish 0
M17 1.45+0.07 Dish Rosy 0
M18 1.67 +0.03 Dish Orangeish 0
M19 0.87 +0.01 Dish Yellowish 0
M20 0.80 +0.07 Dish Whitish 0
M21 1.20 +0.07 Dish Blackish 0
M22 0.87+0.03 Dish Blackish 0
M23 1.67 +0.03 Dish Yellowish 0
M24 0.80 +0.04 Dish Blackish 0

FCOEY ST EYEEN EYEEN YA XN YT

FIGURE 2 |
and R635.

a: ITS amplification; b: amplification by MF137

primer pair MF137 and R635 revealed an amplicon of
around 966 bp only for strains M9 and M10. The other
strains gave no amplified product for this gene (Figure 2b).
Thus, strains M9 and M10 were confirmed as M. fijiensis.
Isolate M10 was chosen for further work. Phenotypically,
this fungus presented a greenish-white colony with slightly
domed appearance and conidia presenting 2 or 3 septa
(Figure 3) for a growth rate of 0.50 mm/day (Table 1).

3.2 | Diversity of Rhizospheric Fungi
Microbiological analysis was used to characterize soil fungi. Fig-
ures 4 and 5 show the phenotypic aspects of these micromycete
aged between 5 and 7 days. Twelve different morphotypes of iso-
lated fungi were selected as potential antagonists. These were iso-
lates A12, A7E, A12E, A15, A29, I3, A30, A21, 14, A20, A11E and
A6. Based on macroscopic and microscopic characteristics, these
isolates were grouped into three (03) genera, namely Trichoderma
(A12, ATE, A12E, Al5, A29, I3, A30, A21, I4), Neurospora (A20)
and Hamigera (A11E, A6). The Trichoderma genus showed whitish
colonies at the start of growth, becoming totally greenish from day 5
(A12, A7E, A12E, Al5, A29, 13, A30) and yellowish colonies (A21,
14). Microscopically, this genus was identified with phialides in
whorls attached at right angles to the conidiophores. Neurospora
(A20) showed a beige colony at the start of growth, turning orange
by Day 5. Microscopic examination revealed axon-like filaments
intertwining to form a carpet. Finally, the Hamigera genus showed
yellowish colonies at the start of growth, turning light green by Day
7. Microscopic observation showed curved conidiophores branching
into several long branches bearing phialides.

Sequencing results and nucleotide BLAST from GenBank
revealed that isolates A7E, Al12 and A30 belong to the T.
longibrachiatum species with a similarity of around 99%. Also,

50f 12



FIGURE 3 |
appearance).

Macroscopic and microscopic aspects of strain M10 (Mycosphaerella fijiensis). a: M10 (face); b: M10 (reverse); c: M10 (microscopic

FIGURE 4 |
Hamigera terricola.

fungi A12E, A15, A29 and I3 belong to the species T. ghanense
with a similarity of over 99%. In addition, isolates A21 and 14
belong to T. reesei with approximately 100% identity. Isolates A6
and A11E showed over 99% similarity to H. terricola. Finally,
strain A20 belongs to N. dictyophora, with 98.53% identity
(Table 2). Among these fungi, five (05) strains were selected for
antagonism tests, with one strain selected per species.

3.3 | Inhibitory Activity of Micromycetes
Associated With Banana Rhizosphere on M.
fijiensis

Direct confrontations of M. fijiensis colonies with fungi (IN.
dictyophora, T. ghanense, T. longibrachiatum, T. reesei and H.
terricola) isolated from soil samples yielded the data shown in
Table 3. As regards the confrontation with N. dictyophora (A20),

Macroscopic aspects of rhizospheric fungi. a: Trichoderma ghanense; b: T. longibrachiatum; c: T. reesei; d: Neurospora dictyophora; e:

from Day 3 onwards, this fungus covered the entire Petri dish to
the detriment of M. fijiensis, which then disappeared completely
from Day 15 of the confrontation. T. ghanense (A12E) and T.
longibrachiatum (A30) prevented pathogen development. The
average diameter of M. fijiensis remained constant from Days 1
to 30 of confrontation (diameter =1.25cm). Confrontations
with T. reesei (A21) and H. terricola (A11E) did not prevent the
growth of M. fijiensis. From Days 1 to 10, radial growth of the M.
fijiensis strain increased from 1.25 to 1.7 cm. From Days 10 to
30, however, there was no further increase in Mycospaerella
fijiensis growth. In addition, during these confrontations, the
antagonists (7. ghanense, T. longibrachiatum, T. reesei and H.
terricola) caused a change in the color and shape of M. fijiensis
(Table 4).

The percentages of inhibition at day 30 of the in vitro con-
frontations are shown in Figure 5. The confrontations carried
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FIGURE 5 |

Microscopic aspects of rhizospheric fungi. a: Trichoderma ghanense; b: T. longibrachiatum; c: T. reesei; d: Neurospora dictyophora; e:

Hamigera terricola.

TABLE 2 | Alignement statistic of ITS region of rhizospheric fungi.
Code Accessions Species identified Coverage Expected value Identity percentage
A6 NR137735.1 Hamigera terricola 99% 0.0 99.44%
A7E NR120298.1 Trichoderma longibrachiatum 99% 0.0 98.99%
Al2 NR120298.1 T. longibrachiatum 99% 0.0 98.83%
A12E NR120299.1 Trichoderma ghanense 99% 0.0 99.83%
Al5 NR120299.1 T. ghanense 99% 0.0 99.67%
A20 NR163513.1 Neurospora dictyophora 99% 0.0 98.53%
A21 NR120297.1 Trichoderma reesei 97% 0.0 100.00%
A29 NR120299.1 T. ghanense 99% 0.0 99.83%
A30 NR120298.1 T. longibrachiatum 98% 0.0 99.16%
Al1E NR137735.1 H. terricola 98% 0.0 99.63%
13 NR120299.1 T. ghanense 98% 0.0 99.83%
14 NR120297.1 T. reesei 99% 0.0 99.83%
TABLE 3 | Inhibition diameter of Mycosphaerella fijiensis at different days (in cm).
Confrontation Day 1 Day 5 Day 10 Day 15 Day 20 Day 25 Day 30
M10 (control test) 1.25 1.5 1.8 2.1 2.3 2.5 2.7
M10 vs A20 1.25 1.25 0.9 0 0 0 0
M10 vs A12E 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
M10 vs A30 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
M10 vs A21 1.25 14 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
M10 vs A11E 1.25 1.5 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7

out generally showed a significant reduction (p < 0.05) of 37% to
100% in the radial growth of M. fijiensis compared with the control
(Figure 6). Homogeneity tests enabled us to define different
homogeneous groups based on the antagonistic fungi tested. The

1st group, containing T. reesei (A21) and H. terricola (A11E),
showed the lowest inhibition percentage at 37%. The 2nd group
corresponding to T. ghanense (A12E) and T. longibrachiatum (A30)
showed an inhibition percentage of 53.57%. Finally, the 3rd group
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TABLE 4 | Photograph of direct confrontation between Mycosphaerella fijiensis and rhizospheric fungi.
Confrontation Controls
30th day +) )

M10 A30

' M10 A12E

- M10 A21

- MIO AlIE

| A20 (5 days old)

M10 (30 days old)

A12E (5 days old)

A21 (5 days old)

A11E (5 days old)

100 ~

75 -

50 4

Inhibition percentage (%)

MI10vsA20 MI10vsAI2E MI10vsA30 MI10vsA2l MI10vsALIE
Confrontations

Current effect : F (4, 10) = 1212295 ; p = 0,000000

FIGURE 6 | Percentage inhibition of Mycosphaerella fijiensis
mycelial growth on day 30 of confrontation.

formed by N. dictyophora (A20) recorded the highest percentage of
inhibition of M. fijiensis growth, that is 100%.

3.4 | Quantity of Crude Extracts

The mass of extracts obtained by extraction with ethyl acetate
and cyclohexane varied from one extract to another (Table 5).
Extract A30 (T. longibrachiatum) had the highest mass (65 mg),
while A21 (T. reesei) had the lowest (39 mg). The other extracts,
A20 (N. dictyophora), A12E (T. ghanense) and A11E (H. terri-
cola), were in an intermediate range, with masses of 50, 45 and
43 mg, respectively.

3.5 | Antifungal Activity of Fungal Extracts

Analysis of variance indicated that the percentage inhibition of
M. fijiensis mycelial growth varied significantly according to
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extract (p < 0.05), concentration (p < 0.05) and their interaction
(p <0.05) (Table 6).

Figure 7 shows the efficacy of the fungal extracts against M.
fijiensis. All extracts produced total (100%) growth inhibition
from 2.5 mg/mL upwards. At 1.25mg/mL, extract A21 (T. re-
esei) showed the best inhibition at 58.59%, while extract A12E
(T. ghanense) showed the lowest inhibition at 26.11%. The
curves show a rapid inhibition response with increasing con-
centration. Table 7 shows the antifungal parameters of these
extracts. Among them, the extract of the fungus A21 (T. reesei)
stood out for its lowest 50% inhibitory concentration (IC50) of
0.99 mg/mL, and a minimum fungicidal concentration (MFC)
of 5mg/mL. Extracts of A20 (N. dictyophora), A11E (H. terri-
cola) and A30 (T. longibrachiatum) also performed well, with
IC50s of 1.08 mg/mL, 1.16 mg/mL and 1.50 mg/mL respectively,
and a minimum fungicidal concentration (MFC) of 5 mg/mL. In
contrast, extracts of A12E (T. ghanense) showed the highest
IC50 of 1.65mg/mL with a higher minimum fungicidal con-
centration (MFC) of 10 mg/mL.

4 | Discussion

The excessive use of chemical fungicides in plantain cultivation
can lead to environmental pollution and promote the emer-
gence of pathogens resistant to these treatments. In addition,
these chemicals are responsible for various health problems in
humans and animals [26]. The reduction or elimination of
synthetic pesticides in agriculture is therefore strongly recom-
mended. Among the most promising alternatives is the use of
rhizospheric micro-organisms as biological control agents. As
these microorganisms are isolated from the rhizosphere, they
do not disturb the ecological balance when reintroduced into
this environment in the form of biocontrol products [27]. In this
study, we are particularly interested in the efficacy of certain
rhizosphere fungi isolated from Haut-Sassandra banana plan-
tations in the biological control of M. fijiensis. To this end, five
antagonistic fungi belonging to the genera Trichoderma, Neu-
rospora and Hamigera were tested on M. fijiensis. Numerous
studies have highlighted the efficacy of these fungi in the bio-
control of fungal pathogens [28-30].

TABLE 5 | Mass of fungal extracts.
Raw extracts A20 A30 A21 Al12E Al11E
Mass (mg) 50 65 39 45 43

TABLE6 |
their interaction.

In vitro tests carried out with antagonists revealed a significant
reduction in the radial growth of M. fijiensis compared with the
control. In particular, N. dictyophora caused total inhibition
(100%) of M. fijiensis growth. These results differ from those
obtained by [31] in his study on the antifungal activity of en-
dophytic lemon fungi. This author observed a 45% inhibition of
Aspergillus niger growth by Neurospora sp. Two types of
mechanism of action were observed in the antagonism of N.
dictyophora towards M. fijiensis: competition and mycoparasit-
ism. This fungus rapidly colonized the Petri dish, then deve-
loped on the pathogenic strain, destroying it completely from

the 15th day of confrontation. According to [32],
M.fijiensis
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FIGURE 7 |
growth as a function of fungal extract concentration.

Percentage inhibition of Mycosphaerella fijiensis

TABLE 7 | Effect of fungal extracts on radial growth of Myco-
sphaerella fijiensis and measured MIC, MFC and IC50 values.

Antifungal parameters

Fungal IC50 MIC MFC
extracts (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
A12E 1.65 2.5 10
A21 0.99 2.5 5
A30 1.50 2.5 5
A20 1.08 2.5 5
AllE 1.16 2.5 5

Note: A12E, Trichoderma ghanense; A20, Neurospora dictyophora; A21,
Trichoderma reesei; A30, Trichoderma longibrachiatum; 11E, Hamigera terricola.

Analysis of variance of percentage inhibition of Mycosphaerella fijiensis mycelial growth as a function of extract, concentration and

Degrees of Deviance Residual degrees of Residual
Source of variance freedom (df) (D) freedom (df-res) deviance (p-res) Pr(> Chi)
NULL — — 39 4.7319 —
Extract 4 0.0529 35 4.6790 < 2.2 X 10~ 16%**
Concentration 3.9889 32 0.6901 < 2.2 X 1016wk
Extract:Concentration 12 0.6794 20 0.0106 < 2.2 X 10~ 16wk
D < 0,001,
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mycoparasitism is a mode of action requiring rapidity of action,
high specificity and direct contact between the antagonistic
agent and the phytopathogenic fungus. According to [33], this is
a relationship in which the antagonist develops at the expense
of its host, which it uses as a nutritive resource. Various en-
zymes such as chitinase and (-1,3-glucanase are generally
involved in the interaction, lysing the fungal wall of the path-
ogen [34, 35]. The fungi T. ghanense and T. longibrachiatum
induced a 53.57% inhibition of M. fijiensis growth. Similar
results were reported by [36], in his study of the antagonistic
effect of Trichoderma spp. against the pathogen Fusarium oxy-
sporum f. sp. lycopersici. Direct confrontations carried out by
this author showed growth inhibitions of 59.1% and 62.4%,
respectively, by T. ghanense and T. longibrachiatum. However,
T. reesei and H. terricola showed lower inhibition of M. fijiensis
(37%), in contrast to the more promising results obtained by
[37], who used endophytic fungi to control Colletotrichum gos-
sypii var. cephalosporioides, the causal agent of cotton ramulose
(Gossypium hirsutum). Their study revealed an inhibition of
more than 70% of the growth of C. gossypii var. cephalospor-
ioides by a strain of Hamigera insecticola. Furthermore, work by
[38] showed that T. reesei exhibited superior antagonistic
activity, with over 85.5% inhibition of Phytophthora capsici
mycelial growth in double culture. The antagonism of T. gha-
nense, T. longibrachiatum, T. reesei and H. terricola towards M.
fijiensis was manifested through competition and antibiosis.
Antagonism began with distortion and color change of the
pathogen's mycelium, followed by total occupation of the Petri
dish. According to [39], the distortion and color change of the
mycelium of one fungus in the presence of another results from
antibiosis. Indeed, according to these authors, during direct
confrontation in vitro, the antagonistic agent inhibits the
development of the pathogen through the synthesis of anti-
microbial compounds such as hydrolytic enzymes (chitinases,
cellulases, f-1,3-glucanases), antibiotics, phenols, alkaloids,
volatile compounds and other toxic metabolites. These com-
pounds are generally responsible for distorting the mycelium,
altering the appearance and pigmentation of the pathogen [40].
The rapid occupation of the entire Petri dish by antagonists can
be explained by competition for space and nutrient resources
[41, 42].

With regard to fungal extracts, they revealed significant variations
in their efficacy against M. fijiensis, with marked differences in 50%
inhibitory concentrations (IC50) and minimum fungicidal con-
centrations (MFC). At 2.5mg/mL, all extracts induced complete
inhibition of radial growth, establishing this concentration as the
minimum inhibitory concentration (MIC) for each [43]. T. reesei
extract (A21) was the most effective, with an IC50 of 0.99 mg/mL
and a MFC of 5mg/mL, indicating strong antifungal activity at
low concentrations. Indeed, T. reesei generally produces antifungal
metabolites such as trichodermolides and hydrolytic enzymes that
could contribute to this efficacy [26, 44]. Extracts of N. dictyophora
(A20), H. terricola (A11E) and T. longibrachiatum (A30) also
showed good efficacy, with IC50s of 1.08, 1.16 and 1.50 mg/mL,
respectively, and a MFC of 5mg/mL. The biocontrol activity
observed with these extracts is thought to be due to the action of
certain antifungal metabolites such as peptides and trichoderma-
mides, as indicated by Kurchenko et al. [45] and Park et al. [46].
However, T. ghanense extract (A12E) showed a higher IC50
(1.65 mg/mL), indicating lower efficacy at low concentrations. T.

ghanense also produces antifungal metabolites, but their activity
may be less effective in inhibiting M. fijiensis, requiring higher
concentrations for complete fungicidal inhibition [47, 48].

The present study determined the efficacy of T. ghanense, T.
longibrachiatum, T. reesei, N. dictyophora and H. terricola in the
biocontrol of M. fijiensis. Antagonism tests between these fungi
and M. fijiensis showed a reduction in the pathogen's radial
growth compared with the control. The fungi used three (03)
types of antagonism, namely competition for space and nu-
trients, antibiosis and mycoparasitism, to inhibit the pathogen's
growth. N. dictyophora's antagonism to M. fijiensis was better
than that of other rhizospheric fungi. In vitro tests with fungal
extracts revealed that all antagonistic fungi tested had marked
antifungal activity against M. fijiensis, with low minimum
inhibitory concentrations (MICs) and minimum fungicidal
concentrations (MFCs). T. reesei extract showed the best anti-
fungal activity, with an IC50 of 0.99 mg/mL.
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Résumé

La communauté fongique associée a la rhizosphére du bananier joue un réle important pour son
adaptation écologique et sa capacité de production. Cette étude a été réalisée pour garantir une
agriculture durable du bananier par 1’exploitation du potentiel des germes fongiques des ressources
écosystémiques du Haut-Sassandra (Centre-Ouest, Cote d’Ivoire). Pour cela, le profil des producteurs
et les mode¢les culturaux du plantain ont été déterminés a travers une enquéte et 1’observation au champ.
L’analyse des caractéristiques physico-chimiques des sols des bananeraies a été réalisée. La diversité
des communautés fongiques dans la rhizosphére du plantain et leur répartition ont été établies par des
analyses microbiologiques et moléculaires. Une activité de biocontrdle a été mise en évidence grace a
une confrontation directe entre souches antagonistes et pathogénes d’une part et I’activité des extraits
des antagonistes sur les pathogénes d’autre part. L’étude a révélé que la production du plantain dans le
Haut-Sassandra est dominée par des hommes (Ivoiriens) avec un faible niveau scolaire. Des pratiques
agroécologiques observées par les planteurs favoriseraient la durabilité et la production des bananeraies
face aux défis du changement climatique. Les sols des bananeraies ont révélé plusieurs genres fongiques,
tels que Hamigera, Trichoderma, Neurospora, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus,
Absidia, Alternaria, Acremonium, Scytalidium, Scedosporium et Bipolaris. Les systémes de culture
diversifiés ont montré une plus grande diversité fongique que les monocultures. Certains champignons,
agents de biocontrdle de la rhizosphére, appartenant aux genres Trichoderma, Hamigera et Neurospora
ont inhibé la croissance in vitro des pathogénes comme Mycosphaerella fijiensis, Aspergillus fumigatus,
A. spinosus et Fusarium falciforme. Les métabolites de ces champignons antagonistes ont également
inhibé totalement la croissance in vitro des pathogenes a faibles concentrations. Cette étude offre donc
une alternative écologique aux traitements chimiques des pathologies du bananier plantain.

Mots clés : bananier, champignons antagonistes, pathogénes, biocontrdle, agriculture durable

Abstract

The fungal community associated with the banana rhizosphere plays an important role in its ecological
adaptation and production capacity. This study was carried out to ensure sustainable banana farming by
exploiting the fungal germ potential of the ecosystem resources of Haut-Sassandra (Central-Western,
Cote d’Ivoire). To this end, the profile of growers and plantain cropping patterns was determined
through a survey and field observation. The physico-chemical characteristics of banana plantation soils
were analyzed. The diversity of fungal communities in the rhizosphere of plantain and their distribution
were established by microbiological and molecular analyses. Biocontrol activity was demonstrated by
direct comparison between antagonist and pathogen strains, and the activity of antagonist extracts on
pathogens. The study revealed that plantain production in Haut-Sassandra is dominated by men
(Ivorians) with a low level of education. Agroecological practices observed by growers would promote
the sustainability and production of banana plantations in the face of the challenges of climate change.
Soils in banana plantations revealed several fungal genera, such as Hamigera, Trichoderma,
Neurospora, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Absidia, Alternaria, Acremonium,
Scytalidium, Scedosporium and Bipolaris. Diversified cropping systems showed greater fungal diversity
than monocultures. Certain rhizosphere biocontrol fungi belonging to the genera Trichoderma,
Hamigera and Neurospora inhibited the in vitro growth of pathogens such as Mycosphaerella fijiensis,
Aspergillus fumigatus, A. spinosus and Fusarium falciforme. The metabolites of these antagonistic fungi
also completely inhibited the in vitro growth of pathogens at low concentrations. This study therefore
offers an ecological alternative to chemical treatments of plantain pathologies.

Keywords: banana, antagonistic fungi, pathogens, biocontrol, sustainable agriculture
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